Induzierter Zelltod von transdifferenzierten hepatischen Sternzellen (Myofibroblasten) auf der Basis des Thymidinkinase-Ganciclovir-Systems by Schock, Nora Maria Veronika
Induzierter Zelltod von  
transdifferenzierten hepatischen Sternzellen 
(Myofibroblasten)  
auf der Basis des  
Thymidinkinase-Ganciclovir-Systems 
 
 
Von der Medizinischen Fakultät  
der Rheinisch-Westfälischen Technischen Hochschule Aachen  
zur Erlangung des akademischen Grades  
einer Doktorin der Medizin 
genehmigte Dissertation 
 
 
vorgelegt von 
Nora Maria Veronika Schock, geb. Janoschek 
aus Aachen 
 
 
 
Berichter:  Herr Privatdozent 
Dr. rer. nat. Ralf Weiskirchen 
 
Herr Universitätsprofessor 
Dr. med. Dipl.-Biochem. Siegfried Matern 
 
Tag der mündlichen Prüfung: 15. Januar 2007 
 
Diese Dissertation ist auf den Internetseiten der Hochschulbibliothek online verfügbar. 
 
_________________________________________________________________   WIDMUNG 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          für meine Eltern 
 
______________________________________________________   ZEITLICHE EINORDNUNG 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Zeitliche Einordnung: 
 
Fertigstellung der Dissertation im April 2004 
 
Ablegung des zweiten Abschnittes der Ärztlichen Prüfung im März 2005 
 
Die Einreichung der Dissertation und Zulassung zur Promotion ist gemäß der 
Promotionsordnung der Medizinischen Fakultät der RWTH Aachen vom 14.02.2002 erst 
möglich mit dem erfolgreichen Abschluss des zweiten Abschnittes der Ärztlichen Prüfung. 
 
________________________________________________________________   ERKLÄRUNG 
 
Erklärung 
 
Diese Dissertation ist unter der sachkundigen Anleitung und Betreuung durch Herrn PD Dr. 
rer. nat. Dipl. Biol. Ralf Weiskirchen innerhalb der Arbeitsgruppe Weiskirchen im Institut für 
Klinische Chemie und Pathobiochemie der RWTH Aachen entstanden. Den Lehrstuhl hatte 
Prof. Dr. med. Axel M. Gressner inne. 
 
Ich versichere, dass ich die von mir vorgelegte Dissertation selbständig und ohne unzulässige 
Hilfe angefertigt, die benutzen Quellen und Hilfsmittel vollständig angegeben und die Stellen 
der Arbeit – einschließlich Tabellen und Abbildungen -, die anderen Werken im Wortlaut 
oder dem Sinn nach entnommen sind, in jedem Fall als Entlehnung kenntlich gemacht habe; 
dass diese Dissertation noch keiner anderen Fakultät zur Prüfung vorgelegen hat; dass sie 
abgesehen von unten angegebenen Teilpuplikationen noch nicht veröffentlicht worden ist, 
sowie dass ich eine solche Veröffentlichung vor Abschluss des Promotionsverfahrens nicht 
vornehmen werde. Die Bestimmungen der geltenden Promotionsordnung sind mir bekannt.  
 
 
 
 
Aachen, den 13. Juli 2005 
 
 
 
Teilpublikationen:  
• Janoschek N, van de Leur E, Gressner AM, Weiskirchen R:  
“Induction of cell death in activated hepatic stellate cells by targeted gene expression 
of the thymidine kinase/ganciclovir system”, Biochemical and Biophysical Research 
Communications, 2004 Apr.16;316(4):1107-15 
• Arias M, Sauer-Lehnen S, Treptau J, Janoschek N, Theuerkauf I, Buettner R, Gressner 
AM, Weiskirchen R:   
“Adenoviral expression of a transforming growth factor-beta1 antisense mRNA is 
effective in preventing liver fibrosis in bile-duct ligated rats” BMC Gastroenterology 
2003 Oct 18;3(1):29. 
 
________________________________________________________   INHALTSVERZEICHNIS 
 
I
Inhaltsverzeichnis                 
 
Widmung 
Zeitliche Einordnung 
Erklärung 
Inhaltsverzeichnis 
Abkürzungsverzeichnis 
    
1 Einleitung             
1.1 Leberzirrhose – ein schwerwiegendes Krankheitsbild     1 
1.2 Pathologie der Leberzirrhose        1 
1.3 Zelluläre Pathobiologie der Fibrogenese       2 
 
2 Arbeitshypothese          
2.1 Die Zielzelle            4 
2.2 Das Thymidinkinase-Ganciclovir-System      4 
2.3 Warum wird Ganciclovir verwendet?      6 
2.4 Viraler Genshuttle         7 
2.5 Selektive Apoptose         8 
 
3 Vorarbeiten 
3.1 Gallengangsligatur – das bevorzugte Fibrosemodell in Ratten   9 
3.2 Auswahl eines geeigneten Promotors      9 
 
4 Arbeitsmaterial 
4.1 Lösungen und Puffer         11 
4.2 Chemikalien          18 
4.3 Spezielle Chemikalien        21 
4.4 Geräte           21 
4.5 Verbrauchsartikel         22 
4.6 Nomenklatur der Röhrchen        24 
4.7 Kits           24 
4.8 Vektoren          24 
4.9 Restriktionsendonukleasen        25 
4.10 Primer           25 
 
 
________________________________________________________   INHALTSVERZEICHNIS 
 
II
5 Arbeitsmethoden  
5.1 Arbeitsmethoden Molekularbiologie  
5.1.1 Großpräparation von Plasmid-DNA       26 
5.1.2 Aufreinigung von Plasmid-DNA über Ultrazentrifugation    27 
5.1.3 Photometrische Quantifizierung und Qualifizierung von Plasmid-DNA  27 
5.1.4 Gelelektrophoretische Auftrennung von Plasmid-DNA    28 
5.1.5 Elution von DNA aus Agarose-Gelen      28 
5.1.6 Aufbereitung von Dialyseschläuchen      28 
5.1.7 Verdau mit Restriktionsenzymen       28 
5.1.8 Auffüllreaktion mit Klenow-Fragment      29 
5.1.9 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten      30 
5.1.10 Ligation von Vektorfragmenten       30 
5.1.11 Bakterientransformation        30 
5.1.12 Minipräparation von Plasmid-DNA       31 
5.1.13 Erstellung kompetenter Bakterien zur Plasmidtransformation (Hanahan- 
Bakterien)           31 
5.1.14 Überprüfung der kompetenten Bakterien      32 
5.1.15 Haltbarmachung von Bakterienkulturen         32 
5.1.16 Sequenzierung         32 
5.1.17 Gelelektrophoretische Auftrennung der RNA      33 
5.1.18 Northern Blot          33 
5.1.18.a Übertragen von RNA aus Agarosegelen auf Nylonmembranen (Northern-
Blotting)         33 
5.1.18.b Prähybridisierung        34 
5.1.18.c Erstellen einer Gen-Sonde       34 
5.1.18.d Radioaktive Markierung von DNA durch „Random Priming“     35 
5.1.18.e Hybridisierung        36 
 
5.2 Arbeitsmethoden Zellkultur  
5.2.1 Behandlungsschemata bei Zellen       37 
5.2.1.1 Kulturbedingungen        37 
5.2.1.2 Zellen kultivieren        37 
5.2.1.3 Zellen splitten         38 
5.2.1.4 Zellen einfrieren        38 
5.2.1.5 Zellen auftauen        39 
5.2.1.6 Plating efficiency        39 
5.2.2 Stimulation der Transdifferenzierung von HSC zu MFB    39 
5.2.3 Behandlung der Zellen auf Teflon       40 
5.2.4 Transfektion von Plasmid-DNA in Zellen      40 
 
________________________________________________________   INHALTSVERZEICHNIS 
 
III
5.2.5 RNA-Isolation mittels Ultrazentrifugation      41 
5.2.6 RNA-Isolation mittels RNeasy® Kit       41 
5.2.7 Photometrische Quantifizierung und Qualifizierung von RNA   42 
5.2.8 Homologe Rekombination von Adenoviren      42 
5.2.9 Amplifikation rekombinierter Viren       43 
5.2.10 Virusaufreinigung über Ultrazentrifugation      43 
5.2.11 Virusaufreinigung über Adeno-XTM Virus      44 
5.2.12 Photometrische Quantifizierung von Viruslösungen    45 
5.2.13 Messung von Caspase 3 in apoptotischen Zellkulturen     45 
5.2.14 DNA-Bestimmung         45 
5.2.15 Dünnschichtchromatographie       46 
5.2.16 Herstellung von Proteinlysaten aus Zellkulturen  für Westernblot   48 
5.2.17 Proteinbestimmung         48 
5.2.18 Westernblot          49 
5.2.19 Färbung mit Diacethylfloureszein und Propidiumjodid    50 
5.2.20 Färbung mit Annexin und Propidiumjodid      50 
 
5.3 Arbeitsmethoden Tierexperimente  
5.3.1 Tierlieferant          52 
5.3.2 Haltung der Tiere         52 
5.3.3 Blutentnahme, Blutanalysen und Blutaustriche     52 
5.3.4 Virusapplikation          53 
5.3.5 Ganciclovirapplikation        53 
5.3.6 Gallengangsligatur         53 
5.3.7 Töten der Tiere         54 
5.3.8 Herstellung von Proteinlysaten aus Rattengewebe  für Westernblot  55 
5.3.9 Herstellung von Paraffinschnitten       55 
5.3.10 Hämalaun-Eosin-Färbung        55 
5.3.11 Sirius Red-Färbung         56 
5.3.12 Färbung nach Pappenheim (May-Grünwald, Giemsa)    56 
 
6 Ergebnisse 
6.1 Ergebnisse Molekularbiologie 
6.1.1 Aufbereitung der Ausgangsvektoren       58 
6.1.2 Klonierung des Vektors pUC-BM20-hTIMP-tk     58 
6.1.3 Klonierung des Vektors p∆E1-TIMP-tk      58 
6.1.4 Klonierung des Vektors p∆E1-HTLV-tk       59 
 
 
 
________________________________________________________   INHALTSVERZEICHNIS 
 
IV
6.2 Ergebnisse Zellkultur 
6.2.1 Transfektion von p∆E1-sp1A-TIMP-tk-pA und p∆E1-sp1A-HTLV-tk-pA   
in HEK          60 
6.2.2 Homologe Rekombination der Adenoviren Ad-TIMP-tk und Ad-CMV-GFP 60 
6.2.3 Überprüfung der Infektiösität und Funktionalität von Ad-TIMP-tk in COS-7 61 
6.2.4 Nachweis der Thymidinkinase-mRNA nach Infektion von HSC und MFB 61 
6.2.5 Einsatz des Thymidinkinase-Ganciclovir-Systems in der Zellkultur   62 
6.2.5.1  In welcher Dosis sollte Ganciclovir eingesetzt werden?   62 
6.2.5.1.a In welchen Dosen sollte das Virus eingesetzt werden?   63 
6.2.5.2.b Betrachtung der kritischen Konzentration von Ad-TIMP-tk und  
Ad-CMV-GFP in HSC       64 
6.2.5.2.c Betrachtung der kritischen Konzentration von Ad-TIMP-tk und  
Ad-CMV-GFP in MFB       65 
6.2.6 Ermittlung geeigneter Konzentration Ad-TIMP-tk / GCV für den Sterbevor- 
gang           66 
6.2.7 Sterbeverhalten von HSC unter der Therapie mit Ad-TIMP-tk und Ganciclovir 67 
6.2.8 Sterbeverhalten von MFB unter der Therapie mit Ad-TIMP-tk und Ganciclovir 68 
6.2.9 Vergleich der Infektionseffiziens von HSC und MFB    69 
6.2.10 Variation des Infektionszeitpunktes der MFB     70 
6.2.11 Der Bystander Effect         71 
6.2.12 Welches Expressionsmuster zeigte der TIMP-Promotor in HSC und MFB? 72 
6.2.13 Vergleich der Infizierbarkeit von HSC auf Teflon gegenüber herkömmlichen   
HSC-Kulturen         73 
6.2.14 Nachweis der Thymidinkinase als Protein      75 
6.2.15 Nachweis der Entstehung eines Metaboliten durch die Thymidinkinase  75 
6.2.16 Beobachtung der Integrität von HSC und MFB bei Inkubation in 100µM  
GCV-Medium         78 
6.2.17 Welchen Tod stirbt die Zelle?       79 
6.2.17.a Färbung mit Diacethylfloureszein und Propidiumjodid   80 
6.2.17.b  Messung von Caspase 3 in apoptotischen Zellkulturen    81 
6.2.17.c Färbung mit Annexin und Propidiumjodid     83 
 
6.3 Ergebnisse Tierexperimente 
6.3.1 Zielsetzung          84 
6.3.2 Mögliche Nebenwirkungen        84 
6.3.3 Laborwerte          85 
6.3.4 Blutabnahme          85 
6.3.5 Erste Tierstaffel, experimentelle Anordnung     86 
6.3.6 Ergebnisse der Blutanalysen        87 
 
________________________________________________________   INHALTSVERZEICHNIS 
 
V
6.3.6.a  Leberparameter        88 
6.3.6.b  Leukozyten         89 
6.3.6.c  Erythrozyten         90 
6.3.7 Gewichtsentwicklung und Allgemeinzustand     91 
6.3.8 Blutausstriche          91 
6.3.9 Gewebeanalyse         92 
6.3.9.a  Schnittbilder der Lebern der Gruppen 1 bis 5; HE    93 
6.3.9.b  Schnittbilder der Nieren der Gruppen 1 bis 5; HE    94 
6.3.10 Fazit des Nebenwirkungsprofils       96 
6.3.11 Zweite Tierstaffel, experimentelle Anordnung     97 
6.3.12 Ergebnisse der Blutanalysen        98 
6.3.12.a Leberparameter        98 
6.3.12.b Leukozyten         100 
6.3.12.c Erythrozyten         101 
6.3.13 Gewichtsentwicklung und Allgemeinzustand     102 
6.3.14 Gewebeanalyse         103 
6.3.14.a Schnittbilder der Lebern der Gruppen 6 bis 10; SR    103 
6.3.14.b Schnittbilder der Lebern der Gruppen 6 bis 10; HE    105 
6.3.14.c Schnittbilder der Nieren der Gruppen 6 bis 10; HE    106 
6.3.15 Auswertung der Blutausstriche       107 
6.3.16 Versuch des Nachweises der Thymidinkinase im Lebergewebe über Western- 
blot           108 
6.3.17 Überprüfung der Kompetenz der Viren, die im Tier eingesetzt wurden  110 
6.3.18 Überlegungen zur Problematik der tk-Analyse in tierischen Geweben mittels 
Westernblot          110 
6.3.19 Fazit der Tierexperimente        111 
 
7 Zusammenfassung        112 
 
8 Diskussion         113 
 
9 Literaturverzeichnis        125 
 
10  Anhang          130 
 
11  Danksagung         137 
 
12 Lebenslauf 
  
 
 
____________________________________________________   ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
 
VI
Abkürzungsverzeichnis 
 
 
µl  Mikroliter 
A.  Arteria 
abs.  absolut 
Ad5  Adenovirus 5 
AG  Arbeitsgruppe 
AK  Antikörper 
bp  Basenpaare 
bq  Becquerel 
BSA   Bovines Serum Albumin 
c   Konzentration 
Ca2+   Kalzium 
CFSC  cirrhotic fat storing cells  
Ci  Curie 
CMV  Cytomegalievirus 
cpm  counts per minute 
CsCl  Cäsiumchlorid 
d.h.     das heißt 
DAF  Diacethylfloureszein 
dATP       Desoxyadenosintriphosphat 
dCTP  Desoxycytidintriphosphat 
dest.  destilliert 
dGTP  Desoxyguanidintriphosphat 
DMEM Dulbecco`s Modified  
 Eagle`s Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA   desoxyribonucleic acid 
DOC  Desoxycholic acid Na-salt 
dpm  desintegrations per minute  
ds  Doppelstrang 
DTT  Dithiothreitol 
dTTP  Desoxythymidintriphos-
phat 
EDTA  Ethylendiamintetraacetat 
et al.  et altera 
EtOH  Ethanol 
FCS  Foetal Bovine Serum  
g  Gramm 
(x) g  (mal) Erdbeschleunigung 
GAPDH Glyzerinaldehydiphosphat- 
  Dehydrogenase 
GCV  Ganciclovir 
GFP  green flourescent protein 
ggf.  gegebenenfalls 
GGL  Gallengangsligatur 
GIT  Guanidinisothiocyanat 
h  hour 
h. i.   hitzeinaktiviert  
H2O  Wasser 
HBSS  Hanks` balanced salt solu-
  tion 
HE  Hämalaun-Eosin 
HEK  human embryonal kidney  
HHV  humanes Herpes Virus 
HSC  hepatische Sternzellen 
HSV-1  Herpes Simplex Virus Typ1  
HTLV  humanes T-Zell-Leukämie- 
Virus 
kb  Kilobasen 
kD  Kilodalton 
kg  Kilogramm 
KG  Körpergewicht 
LB  Luria-Bertani Medium 
 
____________________________________________________   ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
 
VII
MFB  Myofibroblasten  
mg  Milligramm 
Mg2+  Magnesium 
ml  Milliliter  
MOPS  3-(N-Morpholino)propan-
sulfonsäure 
Na  Natrium 
Na2CO3 Natriumcarbonat 
NaCl  Natriumchlorid 
NaOAc Natriumacetat 
ng  Nanogramm 
nl  Nanoliter 
NP 40  Nonidet P 40 
OD  optische Dichte 
p.a.  pro analysis 
p.i.  post infectionem 
pA  poly-Adenylierungs-Signal 
PAGE  Polacrylamidgelelektro- 
  phorese 
PBS  phosphate buffered saline 
PCR  polymerase chain reaction 
PDGF  platelet derived growth 
factor 
PEG  Polythylenglycol 
pfu  plaque forming units 
PJ  Propidiumjodid 
Pos.  Position 
PVP  Polyvinylpyrrolidone 
RNA  ribonucleic acid 
rpm  rounds per minute  
RT  Raumtemperatur  
s. u.  siehe unten 
s.  siehe 
SDS  Natriumdodexylsulfat 
SR  Sirius red 
SSC  Standard-Salinecitrat 
STE  Sodium, Tris-HCl, EDTA 
ster.  steril 
TBE  Tris-HCl, Borsäure, EDTA 
TE  Tris-HCl, EDTA 
TGF-β transforming growth factor 
beta 
TIMP   tissue inhibitor of metallo- 
proteinases 
tk  Thymidinkinase 
TRIS  Tris(hydroxymethyl)amino- 
methan 
TS  Tris-Saline 
UZ  Ultrazentrifuge 
V.  Vena  
vgl.  vergleiche 
vs.  versus 
VT  Volumenteil 
w/o   ohne (without)  
 
 
________________________________________________________________  EINLEITUNG 
 
1
1 Einleitung 
 
1.1 Leberzirrhose – ein schwerwiegendes Krankheitsbild  
In Europa erkrankt jährlich einer von 400 Menschen an einer Leberzirrhose. Bei etwa 60% 
der Patienten ist dies die Folge von Alkoholmissbrauch. In 40% der Fälle sind jedoch andere 
Erkrankungen wie z.B. Virus- oder Autoimmunhepatitiden, Hämochromatose oder 
Gallenwegserkrankungen die Ursache (1, 2, 3). Je nach Ätiologie ist die Prognose gut, sofern 
die Grundkrankheit behandelt werden kann (z.B. antivirale Therapie, Immunsuppression, 
Aderlässe) bzw. die ursächliche Noxe wegfällt (Alkoholabstinenz). Eine andere 
Therapiemöglichkeit ist die Lebertransplantation. Jedoch sterben immer noch viele Menschen 
an den Komplikationen der Leberzirrhose, d.h. an Leberversagen, Varizenblutungen und nicht 
zuletzt an primärem Leberzellkarzinom (1, 2). 
 
1.2 Pathologie der Leberzirrhose 
Das Wort „Zirrhose“ leitet sich aus dem griechischen 
Wort „kirros“ = gelb ab, und beschreibt damit den 
makroskopischen Zustand der erkrankten Leber: ein 
gelblich verfärbtes, hartes, knotiges Organ (Abb. 1.2.a). 
Das wichtigste Merkmal der Zirrhose ist die 
Fibrosierung der Leber; die Fibrose ist aber 
gleichzeitig auch die Vorstufe der Zirrhose. Es tritt eine 
histologisch erkennbare, bindegewebige Vernarbung 
des geschädigten Lebergewebes ein. Die 
Läppchenstruktur der Leber bleibt erhalten. Das 
biochemische Korrelat der Fibrosierung ist die 
übermäßige Produktion von extrazellulärer Matrix. Die natürlichen Matrixkomponenten 
werden vermehrt und in veränderter Relation produziert, z.B. wird verstärkt Kollagen Typ I 
zu Ungunsten von Typ III gebildet. Schon im Stadium einer schweren Fibrose ist der 
Stoffaustausch zwischen Leberparenchym und Blut gestört. Durch Kollagenablagerung im 
Disse`schen-Raum verliert das sinusoidale Endothel seine Fenestration. Zusätzlich setzt die 
Fibrose dem strömenden Blut einen erhöhten Widerstand entgegen, so dass der portale Druck 
ansteigt („portale Hypertension“) (1 ,3). 
 
Abb. 1.2.a    zirrhotische Leber  
 
zu erkennen sind der knotige 
Umbau und die gelbliche 
Verfärbung des Lebergewebes 
 
Quelle: (1)
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Ohne Behandlung schreitet eine Fibrose fort zu einer 
Zirrhose, der Übergang ist fließend. Im Stadium der 
Zirrhose werden zusätzlich neuartige 
Matrixkomponenten gebildet. Die bestehenden 
Probleme verschärfen sich deutlich. Schließlich ist 
das Organ durch Parenchymverlust, ungeordnete 
Regeneration und Veränderung der 
Durchblutungsverhältnisse so stark geschädigt, dass 
es zu einer Dekompensation kommt (Abb. 1.2.b). 
Die daraus resultierende eingeschränkte 
Syntheseleistung der Leber äußert sich z.B. in 
Hypoalbuminämie und Gerinnungsstörungen. Klassisch bei Patienten mit Leberzirrhose sind 
klinische Befunde wie Ikterus, Aszites, Varizen und Enzephalopathie (1, 3).  
 
1.3 Zelluläre Pathobiologie der Fibrogenese  
Eine in diesem Zusammenhang überaus wichtige Zellpopulation in der Leber sind die 
Hepatischen Sternzellen, auch Ito-Zellen, Lipozyten oder Vitamin-A-speichernde Zellen 
genannt. Sie sind im Disse`schen-Raum angesiedelt und umgreifen mit ihren Fortsätzen die 
sinusoidalen Endothelzellschläuche. Sie repräsentieren etwa 10% der Nichtparenchymzellen 
und dienen der Speicherung von Retinoid (Vitamin A) in triglyceridreichen Vakuolen. Doch 
ist es durchaus denkbar, dass sie noch andere, bisher nicht entschlüsselte Aufgaben erfüllen. 
Fest steht, dass bei Leberschädigung ein Transdifferenzierungsprozess einsetzt. Aus 
hepatischen Sternzellen (HSC) werden Myofibroblasten (MFB). Während der 
Transdifferenzierung verlieren die Zellen Fett und Vitamin A. Sie beginnen, exzessiv 
extrazelluläre Matrixkomponenten zu synthetisieren, und erlangen kontraktile Eigenschaften, 
die auf den hämodynamischen Zustand der Leber Einfluss nehmen. Aktiviert (d.h. zur 
Transdifferenzierung angeregt) werden die HSC durch ein hochkomplexes Zusammenspiel 
von zytokinvermittelten, parakrinen Interaktionen zwischen verschiedenen Zelltypen der 
Leber. Eine große Rolle spielen hierbei die beiden Zytokine transforming growth factor β 
(TGF-β) und platelet derived growth factor (PDGF) (3, 4). 
Da für die vorliegende Arbeit der Aktivierungsmechanismus nur eine untergeordnete Rolle 
spielt, soll hier nicht auf die einzelnen, sehr komplizierten Signalwege eingegangen werden. 
Vielmehr soll die Aufmerksamkeit auf die entscheidende Funktion der aktivierten HSC / 
MFB im Prozess der Leberfibrose gelenkt werden. Ohne deren massive Produktion von 
 
Abb.  1.2.b 
Histologisches Bild einer Leberzirrhose 
 
zu beachten sind die Knoten (rot) und die 
Bindegewebssepten (blau) 
 
Bindegewebsfärbung, Quelle: (1) 
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extrazellulärer Matrix im aktivierten Zustand wäre der ausgeprägten Durchsetzung der Leber 
mit Bindegewebe der Boden entzogen.  
Ein selektiver Knock-out aktivierter HSC könnte somit ein effizienter Weg sein, die 
Leberfibrose im Vorfeld zu unterbinden. 
Dieser Weg wird in der vorliegenden Arbeit untersucht.  
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2 Arbeitshypothese 
 
2.1 Die Zielzelle 
Die Aktivierung hepatischer Sternzellen (HSC) und ihre Transdifferenzierung zu 
Myofibroblasten (MFB) ist das Schlüsselereignis bei der Entstehung der Leberfibrose. Darum 
besteht eine Möglichkeit zur Prophylaxe von Fibrose in der Elimination der HSC während der 
Transdifferenzierung bzw. unmittelbar danach. Ohne Myofibroblasten fällt der 
Hauptproduzent von extrazellulären Matrixkomponenten weg, wodurch der narbige Umbau 
des Leberparenchyms unterbunden bzw. eingedämmt wäre. Wesentlich ist aber, selektiv die 
aktivierten HSC / MFB in der Leber zu eliminieren, ohne dass andere Zellen geschädigt 
werden, weder durch unspezifische Zerstörung (z. B. durch den sogenannten „Bystander 
Effect“, s. u.), noch durch einen immunologischen Effekt – beispielsweise eine Entzündung in 
der Umgebung der sterbenden Zellen. Letzteres ist aber nur möglich, wenn die Zelle nicht 
durch externe Noxen nekrotisch zu Grunde geht, sondern wenn das entsprechende Verfahren 
in den Zellen Apoptose induziert. 
 
2.2 Das Thymidinkinase-Ganciclovir-System 
Eine vielbeschriebene Möglichkeit, Zellen gezielt zur Apoptose zu zwingen, ist das 
Thymidinkinase-Ganciclovir-System. Über einen viralen Gen-Shuttle wird die Information 
für das Enzym Thymidinkinase in die Zelle eingeschleust. Isoliert hat die Thymidinkinase 
(tk) keinen Einfluss auf die Zelle. Doch wenn zusätzlich 
ein Nukleosidanalogon - in diesem Fall Ganciclovir 
(GCV) - in das System eingebracht wird, so 
verstoffwechselt die tk das Nukleosidanalogon initial zu 
einem Monophosphat. Zelleigene Enzyme vollziehen zwei 
weitere Phosphorylierungs-Schritte, so dass ein Nukleotid, 
ein „falsches“ Guanidin entsteht (Abb. 2.2.a). Die 
zelluläre DNA-Polymerase baut nun während des 
Replikationsvorganges bevorzugt den neuen 
Antimetaboliten in die DNA-Kopie ein, da dieser den 
Einbau von physiologischem Guanidin kompetitiv hemmt. 
Aufgrund der fehlerhaften Ribosestruktur kann nach dem 
Antimetaboliten die Folgebindung zum nächsten 
 
Abb. 2.2.a 
A.   Ganciclovir 
B.   Ganciclovir -Triphosphat 
-   -    -    -    -   -   - 
A.
B.
 
_________________________________________________________   ARBEITSHYPOTHESE 
5 
 
 
Nukleotid nicht geknüpft und die DNA-Kette nicht mehr verlängert werden. Insgesamt 
resultiert also eine Arretierung des Zellzyklus in der S-Phase.  
Über den genauen Pathomechanismus, der in dieser Situation zum Zelltod führt, wird derzeit 
noch diskutiert. 1986 war lediglich bekannt, dass die Blockade der DNA-Synthese – in 
welcher Form auch immer – zytotoxische Wirkung nach sich zog (Moolten FL, 5). Nachdem 
sich über Jahre mehrere Arbeitsgruppen mit der näheren Aufklärung beschäftigt hatten, 
vermuteten aufbauend hierauf Tomicic et al. 2002 die Induktion eines Chromosomen-Bruchs 
oder eine Störung der Regeneration des Zytoskeletts (6). Die Arbeitsgruppe sagte letztendlich 
aber: “the mechanism of GCV-induced cell death downstream of the induced DNA damage 
ist far less understood”. Herraiz et al. postulierten ein Jahr später die Schädigung der 
Mitochondrien bzw. deren DNA als entscheidende Noxe, welche die Zellen zerstöre (7). Ein 
weiterer Aspekt der Schädigung könnte die Kumulation des fortwährend nachströmenden 
Ganciclovirs sein. GCV strömt bei ausreichendem Umgebungsspiegel deshalb kontinuierlich 
ins Zellinnere, weil dort vorhandenes GCV unmittelbar in GCV-Mono-, Di- und Triphosphat 
umgesetzt wird, die osmotische Bilanz für GCV als Ausgangsmolekül also stets ein Gefälle 
von extra- nach intrazellulär darstellt (Abb. 2.2.b). Die maximale intrazelluläre Anhäufung 
von GCV-Triphosphat könnte die Zelle zusätzlich in ihrer Integrität beeinträchtigen (8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Einen Großteil der grundlegenden Forschung auf dem Gebiet des Thymidinkinase-
Ganciclovir-Systems geht auf Frederick Moolten zurück. Er konnte 1986 in einem Maus-
Modell die Effizienz des Systems eindrucksvoll zeigen (5). Seitdem beschäftigten sich vor 
allem Tumorforscher mit dieser Form der suizidalen Gentherapie. Darum stand im Zentrum 
des Interesses überwiegend die Krebstherapie. Neben zahlreichen Tierversuchen gab es auch 
Studien am Menschen (Alvarez & Curiel 1997 (9); Herman et al 1999 (10) Sung et al., 2001  
 
Abb.  2.2.b        Eines der möglichen Wirkprinzipien des Thymidinkinase-Ganciclovir-Systems: 
 
Bild A:  GCV (grüne Punkte) strömt gleichmäßig über das Blut (rot) in alle Zellen ein, sowohl in infizierte
Zellen (links, mit tk-Symbol   ), als auch in nicht-infizierte Zellen (rechts) 
Bild B: Durch Verstoffwechslung des GCV zu GCV-Monophosphat bzw. Triphosphat (orange Punkte) wird
ständig GCV dem osmotischen Gleichgewicht entzogen und strömt in die Zelle nach. GCV-
Triphosphat kann wegen seiner negativen Ladung die Zelle nicht mehr verlassen 
Bild C: Die Konzentration von GCV (grün) ist überall gleich, doch GCV-Triphosphat (orange) hat sich in der
tk-beherbergenden Zelle maximal angehäuft.  
A. B. C. 
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(11)). Im Tier wurden Tumoren in diversen Organen untersucht: Leber, Kolon, Lunge, ZNS, 
Hypophyse, Brust, Uterus, Zervix, Ovarien, Prostata, Haut und Knorpel (12, 13, 14, 15, 16, 
17, 18). Darüber hinaus wurde Regression von Metastasen nach Behandlung des 
Primärtumors beobachtet: z.B. Metastasen durch Kolonkarzinome, Pankreaskarzinome, Brust- 
oder Prostatakrebs (19, 20, 21, 22, 23). Einige Arbeitsgruppen versuchten, das 
Therapiesystem zur Vorbeugung von Restenosen nach Angioplastie einzusetzen (Guzman et 
al. 1994 (24); Steg et al., 1997 (25)), oder es im Bereich der graft-versus-host-Reaktionen im 
Rahmen von Knochenmarkstransplantationen (Contassot et al., 2000 (26)) anzuwenden. 
In Hinblick auf die Therapie einer Leberfibrose mit dem Thymidinkinase-Ganciclovir-
System sind bisher keine Studien veröffentlicht worden.  
Jedoch gibt es wichtige Erkenntnisse, die im Zusammenhang mit der Anwendung des 
Systems in der Leber berücksichtigt werden müssen. So beschäftigte sich die Arbeitsgruppe 
Freeman et al. 1993 intensiv mit dem Phänomen des sog. „Bystander Effect“ (27). Sie 
beobachtete, dass Zellen in unmittelbarer Nachbarschaft von suizidalen Zellen ebenfalls nach 
GCV-Applikation starben, obwohl sie selbst keine Thymidinkinase beherbergten. 
Entscheidend für eine Fibroseprophylaxe ist aber der Erhalt der Integrität des Gewebes in der 
Umgebung von selektiv sterbenden HSC. Ein möglicher Bystander Effekt könnte demnach 
das therapeutische Konzept untergraben. Denkbar wäre allerdings auch, dass umliegendes 
weitgehend intaktes Lebergewebe - im Vergleich zu Tumorgewebe - in der Lage ist, einen 
solchen Effekt suffizient zu unterdrücken. 
 
2.3 Warum wird Ganciclovir verwendet?  
Beinahe von Beginn an wurde Ganciclovir für die suizidale Gentherapie durch die Herpes- 
Simplex-Virus-1-Thymidinkinase (HSV-tk) eingesetzt (Moolten, F., 1986, (5)). In der 
klinischen Anwendung wird Ganciclovir als Medikament bei bestimmten 
Herpesvirusinfektionen eingesetzt. Im Vergleich zu dem weitaus bekannteren Antimetaboliten 
Aciclovir (Zovirax®, Glaxo.Wellcome.GmbH & Co) ist Ganciclovir prinzipiell bei 
Herpesinfektionen weniger spezifisch. Es birgt daher die Gefahr stärkerer Nebenwirkungen 
(v. a. Depression des Blutbildes) als das besser verträgliche Aciclovir (28). Das 
Einsatzspektrum für GCV in der Humanmedizin stellen in erster Linie Cytomega-
lievirusinfektionen dar (humanes Herpes Virus Typ 5, HHV 5), Aciclovir hingegen wird vor 
allem bei Herpes-Simplex- (HHV 1 & 2) und Varizella-Zoster-Infektionen (HHV 3) 
eingesetzt. Aufgrund dessen stellt sich berechtigterweise die Frage, ob der Einsatz von 
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Abb. 2.4    
Schemazeichnung eines 
Adenovirus 
 
Quelle: (34) 
Aciclovir als Substrat für das Enzym Herpes-Simplex-1-Thymidinkinase (HSV-1-tk) nicht 
sinnvoller wäre. 
Schon 1985, als das Thymidinkinase-System noch sehr jung war, und es galt, das optimale 
Medikament als Substrat zu finden, konnten S. Oliver et al. nachweisen, dass Ganciclovir 
gegenüber der Hemmung des Wachstums HSV-tk positiver Zellen spezifischer war als 
Aciclovir (29). Offenbar verhielt sich die Spezifität von Canciclovir im Rahmen des 
experimentellen Ansatzes des Thymidinkinase-Systems anders als bei klinischen Herpes-
Infektionen. Die Arbeitsgruppe Shaw et al. konnte 2001 zeigen, dass die pharmakologische 
Potenz von GCV in dem vorliegenden System deutlich höher war als die von Aciclovir (18). 
Unter Aciclovir wiesen die Ergebnisse sogar auf einen nekrotischen Sterbevorgang hin, 
wohingegen im Falle von Ganciclovir Apoptose nachgewiesen werden konnte (18). 
 
2.4 Viraler Genshuttle  
Für die Einschleusung von genetischer Information in Zellen bzw. 
in ganze Gewebe wurde in dieser Arbeit das Prinzip des 
adenoviralen Gen-Shuttles angewendet. Adenoviren sind ein 
beliebtes und häufig eingesetztes System für den Gentransfer in 
vitro und in vivo (30, 33). Sie sind ausreichend erforscht, haben 
sich in der Praxis bewährt und sind in der Lage, Inserts von bis zu 
7 kb (32) zu transportieren. Die vorgesehenen Adenoviren sind 
durch die Elimination der transkriptionellen Einheit E1 
replikationsinkompetent (Vektoren der „ersten Generation“), und können sich nur in Zellen 
vermehren, welche das defiziente Gen ausgleichen können. Solche Zellen existieren als 
etablierte Zelllinie: Es handelt sich um die humane embryonale Nierenzelllinie 293, human 
embryonic kidney cells 293 = HEK (31, 32, 33). In ihr werden die Viren rekombiniert, und 
zwar über ein Verfahren, bei dem das infektiöse Plasmid pJM17 zusammen mit der 
gewünschten, sich in einem Shuttlevektor befindlichen DNA ko-transfiziert wird. Bei dem 
Shuttlevektor handelt es sich um den Vektor p∆E1-sp1A-pA (mit entsprechendem Insert). Er 
besitzt eine adenovirale Sequenz, die sich intrazellulär mit der ko-transfizierten pJM17-DNA 
überlappend rekombiniert (31, 32). Nachteil der Adenoviren der „ersten Generation“ ist 
allerdings, dass trotz der E1-Deletion virale Gene auf niedrigem Level exprimiert werden 
können und dadurch eine immunologische Antwort hervorgerufen werden kann (32, 33).    
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2.5 Selektive Apoptose 
Ziel ist es, nur aktivierte HSC / MFB zu eliminieren, intakte HSC, Hepatozyten und andere 
Zellen aber unversehrt zu lassen. Die Arbeit „Liver damage using suicide genes“ von M. 
Bustos et al. (2000) demonstriert eindrucksvoll in Ratten das Ausmaß möglicher 
Leberschädigungen bei einer unspezifischen Therapie. Es kommen hier Adenoviren zum 
Einsatz, in welchen die Thymidinkinase unter der Kontrolle eines konstitutiv, d. h. dauerhaft 
und in jeder (Leber-)Zelle aktiven Promotors steht (hier Ad-CMV-tk) (35). Noch Wochen 
nach einer einmaligen Virusapplikation von 4 x 1010 pfu / kg KG gefolgt von einer 14tägigen 
Behandlung mit 30 mg GCV / Tag zeichneten sich schwere Schäden des Leberparenchyms 
ab, im schlimmsten Fall ein Gallenwegskarzinom nach 36 Wochen.  
Eine Selektion der Zellen, gegen welche die Therapie gerichtet ist, ist also zwingend 
notwendig. Sie ist zu erreichen, indem ein transdifferenzierungsabhängiger Promoter dem 
Thymidinkinase-Gen vorangeschaltet wird. Der Promotor lässt die Transkription nur in 
solchen Zellen zu, die sich transdifferenzieren. Eine zusätzliche, hepatotrophe Eigenschaft der 
für den Gentransfer geeigneten Adenoviren grenzt die Präsenz des Gens im Körper auf den 
Bereich der Leber weitgehend ein (32). Im Idealfall existiert hier ein System, dass innerhalb 
der Leber gezielt auf trandifferenzierende HSC wirkt und diese in die Apoptose überführt, 
ohne die Integrität des umgebenden Parenchyms zu verletzen. 
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3 Vorarbeiten 
 
3.1 Gallengangsligatur – das bevorzugte Fibrosemodell in Ratten  
Um künstlich eine Leberfibrose bei Ratten zu erzeugen, standen experimentell verschiedene 
Möglichkeiten zur Verfügung. Das in der Arbeitsgruppe Weiskirchen favorisierte Modell war 
die Gallengangsligatur (GGL): unterband man den Ductus hepaticus communis, der (bei 
Ratten) die Gallengänge der Leber mit dem Duodenum verbindet, so entstand ein 
Gallenrückstau in die Leber, der innerhalb von Tagen bis Wochen eine Fibrose induzierte. 
Das Modell hatte den Vorteil, dass in kurzer Zeit mittels eines kleinen Eingriffs eine Fibrose 
erzeugt werden konnte. Für die Ratten war dieses Verfahren mit einer moderaten Belastung 
verbunden, die zudem nur von kurzer Dauer war. 
Das genaue Verfahren der GGL wird im Teil „Arbeitsmethoden“, Abschnitt 5.3.6 erläutert.  
 
3.2 Auswahl eines geeigneten Promotors  
Für die Selektivität der Thymidinkinaseproduktion 
musste ein Promotor gefunden werden, der nur bzw. 
ganz überwiegend in aktivierten Hepatischen 
Sternzellen (HSC) hochregulierte, in ruhenden HSC, 
Hepatozyten oder anderen Leberzellen hingegen nicht 
aktiv war. In Vorarbeiten der AG Weiskirchen wurde 
ein solcher Promotor identifiziert (4, 36). Es handelte 
sich um den Promotor human tissue inhibitor of 
metalloproteinases–1, kurz hTIMP-1 oder TIMP-
Promotor. 
Um die endogene Aktivität von TIMP-1 zu 
überprüfen, wurden drei Northernblots durchgeführt: 
Der erste zeigt die Hochregulation von endogenem 
TIMP in frisch isolierten HSC (Abb. 3.2.a). Bereits 
ein Tag nach Isolation wird TIMP in den Zellen 
deutlich exprimiert.  
Der Isolationsvorgang der HSC aus der Rattenleber, vor allem aber die anschließende 
Kultivierung auf der Plastikoberfläche der Petrischale, stellte für die Zellen einen 
Aktivierungsreiz dar. Jede HSC, die Kontakt mit einer Kulturplatte hatte, war als aktiviert zu 
betrachten, d.h. im Transdifferenzierungsprozess befindlich. Per definitionem wurde sie aber 
Abb. 3.2.a      Northernblot 
 
  Aufgetragen wurde RNA aus unbehandelten 
  HSC, 0, 1 und 4 Tage nach ihrer Isolation  
  aus der Rattenleber  
  
  modifiziert nach Janoschek et al. 2004, (37) 
 
18S 
    Tage:     0       1      4 
TIMP-Signal
GAPDH 
28S 
 
______________________________________________________________   VORARBEITEN 
 
10 
 
erst zum MFB, nachdem sie trypsinisiert worden war (vgl. „Arbeitsmethoden“, Abschnitt 
5.2.2). 
Der zweite Blot zeigt isolierte HSC, die bis zu ihrer 
vollendeten Transdifferenzierung zu MFB und darüber 
hinaus untersucht worden sind. (Abb. 3.2.b). In den 
ersten beiden Spuren ist RNA von aktivierten HSC 
aufgetragen (2. und 7. Tag), in den weiteren drei Spuren 
RNA von MFB (12., 15. und 22. Tag). Ist die TIMP-
Expression in den transdifferenzierenden HSC noch sehr 
stark, so fällt sie auf ein minimales Level ab, sobald die 
Zellen durch den Trypsinisierungsvorgang in MFB 
überführt worden sind.  
 
Der dritte Northernblot zeigt eine Analyse von 
transdifferenzierenden HSC, die nicht in der Zellkultur, 
sondern bereits in der Ratte aktiviert worden waren 
(Abb. 3.2.c). Mittels Gallengangsligatur wurde in den 
Rattenlebern der entsprechende Stimulus erzeugt. Die 
HSC aus der Leber von insgesamt zehn Tieren wurden 
isoliert. Fünfen davon war 9 Tage 
zuvor der Gallengang unterbunden 
worden.  
Es zeigt sich bei den operierten 
Tieren eine Hochregulation von 
endogenem TIMP. Die nicht 
gallengangsligierten Tiere zeigen 
keine nennenswerte TIMP-
Expression.  
 
 
Der hTIMP-1-Promotor wurde aufgrund seines endogenen Expressionsmusters als 
potentieller Kandidat für ein erfolgreiches selektives targeting aktivierter HSC angesehen. 
    Tiere ohne GGL          Tiere mit GGL 
 
 1    2     3      4      5      1      2     3     4     5   Tage 
 
 
 
 
TIMP-1
 
 
 
GAPDH
Abb. 3.2.c   Northernblot 
 
Analyse der TIMP-1-Erxpression in Rattenlebern gesunder und 
gallengangsligierter Tiere 
 
Janoschek et al. 2004, (37) 
Tage 
 
 
 
 
  28 S 
 
 
  18 S 
 
  TIMP-1 
 
 
 
 
 
 
 
 
    GAPDH 
  HSC ? MFB 
 
 2    7   12  15  22 
Abb. 3.2.b   Northernblot 
 
Detektion von TIMP-1 während des 
Transdifferenzierungsprozesses 
 
Janoschek et al. 2004, (37) 
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4  Arbeitsmaterial 
 
4.1  Lösungen & Puffer 
 
Ammoniumacetatlösung (10 M) 
20 ml: 15,42 g Ammoniumacetat wurden ad 20 ml H2O gelöst. Die Lösung wurde 
sterilfiltriert. 
 
Ampicillin (100 mg / ml): 
1g Ampicillin wurde in ster. H2O ad 10 ml gelöst und zu 1 ml Aliquots bei –20°C gelagert.  
 
Assaypuffer (für Proteinbestimmung) 
50 ml: 5,844g NaCl, 0,3549g Na2HPO4 und ca. 40 ml ster. H2O wurden gemischt und mit 
H2PO3 ein pH von 7,4 eingestellt. Anschließend wurde mit ster. H2O auf 50 ml aufgefüllt. 
 
Blotting-Puffer (für Westernblot) 
5 g Milchpulver wurden mit 100 ml 1x TBS gründlich gemischt.  
 
Bromphenolblaulösung, 0,5% (w/v) 
10 ml: 50 mg Bromphenolblau wurden ad 10 ml ster. H2O gelöst und bei 4°C gelagert. 
 
BSA-Standard für Proteinbestimmung 
BSA-Pulver wurde mit sterilem Wasser auf eine Konzentration von 1mg / ml eingestellt. 
 
CaCl2 (1 M) 
100 ml: 14,7 g CaCl2 x 2 H2O wurden ad 100 ml H2O gelöst und autoklaviert. 
 
CsCl-Puffer für die RNA-Isolation (5,7 M CsCl / 25 mM NaOAc; pH 6,0) 
100 ml: 95,97g CsCl und 0,83 ml 3 M Natriumacetat pH 6,0 wurden in H2O gelöst und 
sterilfiltriert. 
 
CsCl / H2O gesättigtem Butanol 
ster. H2O wurde mit CsCl vermischt, bis CsCl ausfiel. Dann wurde Butanol hinzugefügt und 
die Lösung über längere Zeit gerührt. Verwendet wurde stets die obere Phase.  
 
Denhardt`s Lösung (50x) 
(1% (w/v) BSA, 1% (w/v) PVP, 1% (w/v) Ficoll 400) 
100 ml: 1 g Ficoll 400, 1 g PVP und 1 g BSA wurden ad 100 ml H2O gelöst, sterilfiltriert und 
in 25 ml Aliquots bei –20°C aufbewahrt. 
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Diacethylfloureszein-Lösung (2 mg/ml) 
Es wurde eine Stocklösung aus 2 mg DAF pro ml Aceton erstellt und bei –20°C zu 1 ml 
Aliquots aufbewahrt. 
 
DNA-Standard für DNA-Bestimmung 
Die DNA Stocklösung wurde durch Verdünnung mit Assaypuffer auf eine Konzentration von 
2,5 µl/ml eingestellt und als 1,5 ml Aliquots bei –20°C gelagert. 
 
DNA-Stocklösung für DNA-Bestimmung  
Ca. 40 mg Kalbsthymus DNA wurden über Nacht in ca. 100 ml Assaypuffer unter starkem 
Rühren bei RT gelöst. Der DNA-Gehalt der Lösung wurde photometrisch bei λ 260 nm gegen 
Assaypuffer bestimmt. Eine OD von 0,6 entsprach 35 µg DNA / ml. Die Stocklösung wurde 
aliquotiert bei –20°C gelagert.  
 
DNAse (1 mg/ml) 
1 ml: 50 µl 1 M Tris-HCl (pH 7,5), 10 µl 1 M MgCl2, 2 µl 1 M DTT, 500µl Glyzerin und    
438 µl H2O wurden gemischt und 1 mg DNAse I eingewogen. Die Lösung wurde bei –20°C 
gelagert. 
 
DTT:  
1,545 g DTT, 9967 µl H2O und 33 µl 3 M Natriumacetat pH 5,2 wurden gemischt, die Lösung 
steril filtriert (0,2 µm) und zu 500 µl aliquotiert bei –20°C gelagert. 
 
EDTA-Lösung (500 mM), pH 8,0  
500ml: 93,06 g Titriplex III wurden in 350 ml ster. H2O unter Zugabe von ca. 10 g NaOH-
Plätzchen gelöst. Es wurde unter ständiger pH-Kontrolle soviel 5 M NaOH zugegeben, bis der 
pH-Wert 8,0 betrug. Mit H2O wurde auf ein Volumen von 500 ml aufgefüllt. Die Lösung 
wurde autoklaviert. 
 
Eosin 
5 g Eosin wurden in 500 ml ster. H2O aufgelöst und mit 96%iger Essigsäure verdünnt, bis die 
Lösung hellrot war. 
 
Ethidiumbromid (10 mg/ml) 
5 ml: 50 mg Ethidiumbromid wurden in 5 ml ster. H2O gelöst. Die Lösung wurde 
lichtgeschützt bei 4°C gelagert. 
 
Ganciclovir-Lösung (Zellkultur) 
(10 mM GCV) 
100 ml: 255,2 g Ganciclovir (Cymeven®, Roche) wurden ad 100 ml ster. H2O gelöst und zu 1 
ml Aliquots bei –20°C gelagert. Nach dem Auftauen war die Lösung 24 Stunden haltbar.  
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GIT-Puffer 
(4 M Guanidinthiocyanat; 25 mM Natriumacetat, pH 6,0; 0,835% (v/v) β-Mercaptoäthanol) 
200 ml: 94,53 g Guanidinthiocyanat und 1,67 ml 3 M NaOAc pH 6,0 wurden in 198,33 ml 
ster. H2O gelöst. Die Lösung wurde bei 4°C gelagert und vor Gebrauch auf 0.835% (v/v) β-
Mercaptoäthanol eingestellt. 
 
Glucose (1 M) 
100 ml: 18,0 g Glucose wurden ad 100 ml in ster. H2O aufgelöst und steril filtriert. Lagerung 
bei 4°C. 
 
Glyzerin 
Glyzerin wurde vor Gebrauch autoklaviert. 
 
HCl (0,01 M) 
100 ml: 1 ml 1 M HCl wurden mit 99 ml ster. H2O verdünnt. 
 
Heringssperma-DNA (10 mg/ml) 
20 ml: 200 mg Heringssperma-DNA wurden in 20 ml ster. H2O 8 Stunden im Kühlraum auf 
einem Rührer gerührt. Alternativ wurde die DNA zweimal durch eine gelbe Kanüle (20G) 
geschert. Die Lösung wurde in 1 ml Aliquots bei –20°C gelagert. 
 
Hybridisiermix I (=Hybridmix I) 
(50% Formamid (v/v), 6 x SSC (pH 7,4), 5 mM EDTA, 5 x Denhardt`s; 0,5 %SDS (w/v) 
500 ml: 250 ml Formamid, 150 ml 20x SSC, % ml 500 mM EDTA, 50 ml 50x Denhardt`s 
und 12,5 ml 20% SDS (w/v) wurden gemischt. Mit HCl (1 M) wurde ein pH-Wert von 7,4 
eingestellt und auf 495 ml mit ster. H2O aufgefüllt. Vor Gebrauch wurde hitzedenaturierte 
Heringssperma-DNA (10 mg/ml) zu 100 µg/ml zugesetzt. 
 
H2O, steril 
Elektrolytfreies Wasser wurde abgefüllt und autoklaviert. 
 
Kaliumacetat (5 M) 
500 ml: 245,38 g CH3COOK wurden ad 500 ml H2O gelöst und autoklaviert. 
 
KCl (1 M) 
100 ml: 7,45 g KCl wurden ad 100 ml H2O gelöst und autoklaviert. 
 
LB-Medium 
1 l: 10 g Tryptone, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl wurde ad 1 l in dest. H2O gelöst und 
autoklaviert bei 4°C aufbewahrt. 
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Lithium-Chlorid (5 M) 
100 ml: 21,2 g LiCl wurden ad 100 ml ster. H2O gelöst. Die Lösung wurde autoklaviert. 
 
Lösung I (Plasmidpräparation) 
(50 mM Glucose, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCl; pH 8,0) 
100 ml: 5 ml 1 M Glucose, 2 ml 500 mM EDTA (pH 8,0), 2,5 ml Tris-HCl (pH 8,0) und 90,5 
ml ster. H2O wurden gemischt. Die Lösung wurde bei 4°C aufbewahrt. 
 
Lösung II (Plasmidpräparation) 
(1% SDS, 0,2 M NaOH) 
100 ml: In 85 ml ster. H2O wurden 10 ml 2 M NaOH und 5 ml 20% SDS (w/v) gelöst. Die 
Lösung wurde stets frisch angesetzt. 
 
Lösung III (Plasmidpräparation) 
200 ml: 120 ml 5M Kaliumacetatlösung, 23 ml Eisessig und 57 ml ster. H2O wurden gemischt 
und bei 4°C gelagert. 
 
Lysepuffer I; pH 8,0 
(50 mM Trizma base; 250 mM NaCl, 2% (v/v) NP 40, 2,5 mM EDTA, 0,1% SDS (w/v), 0,5% 
DOC (w/v)) 
250 ml: Es wurden 12,5 ml 1 M Tris-HCl (pH 8,0), 3,65 g NaCl, 5 ml NP 40, 1,25 ml 500 
mM EDTA (pH 8,0), 1,25 ml SDS 20% und 1,25 g DOC gemischt, mit HCl auf den pH-Wert 
8,0 eingestellt und ad 250 ml mit ster. H2O aufgefüllt. Weitere Verarbeitung: s. RIPA-Puffer 
 
Lysozym-Lösung (10 mg / ml) 
5 ml: 50 mg Lysozym wurden in 5 ml Lösung I aufgenommen. Die Lösung wurde stets frisch 
angesetzt. 
 
MEN-Puffer (10x) für RNA-Gele 
(200 mM MOPS, 50 mM Natriumacetat, 10 mM EDTA, pH 7,0) 
500 ml: 20,9 g MOPS, 2,05 g Natriumacetat und 1,9 g EDTA wurden in 450 ml ster. H2O 
gelöst. Mit 5 M NaOH wurde ein pH von 7,0 eingestellt und mit H2O auf 500 ml aufgefüllt. 
Der Puffer wurde lichtgeschützt bei 4°C gelagert.  
 
MgCl2 (1 M) 
100 ml: 20,33 g MgCl2 x 6 H2O wurden ad 100 ml H2O gelöst und autolaviert. 
 
MgSO4 (1 M) 
100 ml: 24,6 g MgSO4 x 7 H2O wurden ad 100 ml H2O gelöst und autolaviert. 
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MOPS (1 M) 
100 ml: 20,93 g MOPS wurden in 60 ml H2O gelöst, mit 5 M NaOH ein pH-Wert von 7,0 
eingestellt, mit H2O auf 100 ml aufgefüllt und sterilfiltriert. 
 
Natriumacetat (3 M) pH 6,0 (zur RNA-Fällung) 
100 ml: 24,6 g Natriumacetat wurden in 60 ml H2O gelöst. Mit Eisessig wurde ein pH von 6,0 
eingestellt und mit H2O auf 100 ml aufgefüllt. Die Lösung wurde autoklaviert. 
 
Natriumacetat (3 M) pH 6,8 (zur DNA-Fällung) 
100 ml: 24,6 g Natriumacetat wurden in 60 ml H2O gelöst. Mit Eisessig wurde ein pH von 6,8 
eingestellt und mit H2O auf 100 ml aufgefüllt. Die Lösung wurde autoklaviert. 
 
NaCl (5 M) 
200 ml: 58,44 g NaCl wurden ad 200 ml H2O gelöst. Die Lösung wurde autoklaviert. 
 
NaCl (1,6 M) / PEG-Lösung (13% (w/v)) für Plasmidpräparation 
100 ml: 13 g PEG und 9,35 g NaCl wurden ad 100 ml ster. H2O gelöst. 
 
NaOH (2 M) 
100 ml: 8 g NaOH-Plätzchen wurden ad 100 ml in ster. H2O gelöst und in einer 
Polyethylenflasche gelagert. 
 
NaOH (5 M) 
100 ml: 20 g NaOH-Plätzchen wurden ad 100 ml in ster. H2O gelöst und in einer 
Polyethylenflasche gelagert. 
 
PBS Dulbecco 
(instamed 9,55 g/l, w/o Ca2+ & Mg2+)  
9,55g PBS wurde ad 1 l ster. H2O gelöst.  
 
Propidiumjodid-Lösung (10 mg/ml) 
Es wurde eine Stocklösung aus 10 mg PJ pro ml HBSS erstellt und bei 4°C vor Licht 
geschützt gelagert. 
 
Proteinlaufpuffer 1x (für Westernblot) 
2 g SDS (20%), 6g Trizma base und 28,75g Glycin wurden ad 2 l in H20 gelöst. 
 
Rubidiumchlorid (4 M) 
20 ml: 9,67 g RbCl wurden ad 20 ml H2O gelöst und steril filtriert. 
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RIPA-Puffer 
50 ml: In 50 ml Lysepuffer I wurde eine Complete® Tablette gelöst und die Lösung zu 5 ml 
Portionen aliquotiert. Bei –20°C war die Lösung 3 Monate haltbar. Vor Verwendung wurden 
50 µl Phosphataseinhibitor Cocktail hinzu pipettiert. Diese Lösung war bei 4°C eine Woche 
haltbar.  
 
RNAse A-Lösung (10 mg/ml) 
5 ml: 50 mg RNAse A wurden in 5 ml ster. H2O gelöst und 10 min aufgekocht. 1 ml Aliquots 
wurden bei –20°C aufbewahrt. 
 
1x SDS-gel-loading-Buffer: 
(50 mM Tris HCl, 2 % (w/v) SDS, 0,1 % (v/v) Bromphenolblaulösung, 10 % (v/v) Glycerol) 
 500 µl 1 M Tris-HCl pH 6,8, 1 ml 20% SDS, 1 ml 1% Bromphenolblaulösung und 1 ml 
Glycerol wurden ad 9 ml in H2O gelöst. Erst vor Gebrauch wurde 1 ml 1 M DTT (100mM) 
zugegeben. 
 
Sirius Red 
500 ml: 0,5 g Sirius Red wurden in 500 ml Pikrinsäure (wässrig, kalt, gesättigt) gelöst. Mit    
2 M Natronlauge wurde auf den pH-Wert 2,0 eingestellt. Vor Licht geschützt war die Lösung 
6 Monate haltbar. 
 
SSC (20x) 
(3 m NaCl, 300 mM tri-Natriumcitrat) 
1 l: 175,32 g NaCl und 88,2 g tri-Natriumcitrat-Dihydrat wurden ad 1 l gelöst und 
autoklaviert. 
 
STE-Puffer 
(100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl; pH 8.0) 
1 l : 20 ml 5 M NaCl, 2 ml 500 mM EDTA und 190 ml 1 M Tris-HCl pH 8,0 wurden in     
968 ml ster. H2O gelöst. Die Lösung wurde autoklaviert und bei 4°C gelagert.  
 
Stop-Mix (5x) für Restriktionsverdau 
(20 mM EDTA, 30% (v/v) Glyzerin, 0,5% SDS (w/v), 0,1% (w/v) Bromphenolblau) 
5 ml: 0,2 ml 500 mM EDTA (pH 8,0), 1 ml Bromphenolblaulösung, 1,7 ml Glyzerin und 
0,125 ml 20% SDS-Lösung wurden mit H2O auf 5 ml aufgefüllt. 
 
SYBR®-Green 
500 µl SYBR®-Green-Konzentrat (10.000fach) wurden mit 49,5 ml DMSO verdünnt und 
lichtgeschützt bei –20°C gelagert. 
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TBE (10x) 
(0,89 M Tris-HCl, 0,89 M Borsäure, 20 mM EDTA) 
1 l: 108g Trisbase, 55g Borsäure und 7,44 g Titriplex III wurden ad 1 l H2O gelöst und 
autoklaviert. 
 
TBS 
500 ml: 100 ml 1 M Tris-HCl pH 7,5, 150 ml 5M NaCl ad 500 ml H2O auffüllen und 
autoklavieren. 
 
TE (pH 8,0) 
(10 mM Tris-HCl, pH 8,0; 1 mM EDTA) 
100 ml: 1 ml 1 M Tris-HCl pH 8,0 und 0,2 ml 500 mM DETA pH 8,0 wurden in 98,8 ml H2O 
gelöst und autoklaviert. 
 
TFB-I 
(100 mM RbCl, 50 mM MgCl2, 10 mM CaCl2, 30 mM KOAc pH 6,0, 15% (v/v) Glyzerin) 
100 ml: 2,5 ml 4 M RbCl, 5 ml 1 m MgCl2, 1 ml 1 M CaCl2, 0,6 ml 3 M KOAc pH 6,0 und   
15 ml Glyzerin wurden in 75,9 ml ster. H2O gelöst. Die Lösung wurde vor Gebrauch stets 
frisch angesetzt. 
 
TFB-II 
(10 mM MOPS pH 7,0; 75 mM CaCl2, 10 mM NaCl, 15% (v/v) Glyzerin) 
100 ml: 1 ml 1 M MOPS pH 7,0, 7,5 ml 1 M CaCl2, 1 ml 1 M NaCl und 15 ml Glyzerin 
wurden in 75,5 ml ster. H2O gelöst. Die Lösung wurde vor Gebrauch stets frisch angesetzt. 
 
Transferpuffer (für Westernblot) 
5,82 g Tris, 2,93 g Glycin, 1,875 ml 20% SDS und 200 ml Methanol p.a. wurden ad 1 l in 
H2O gelöst. 
 
Tris-HCl (1 M) pH 8,0 
1 l : 121,1 g Tris wurden in 800 ml H2O gelöst und mit konzentrierter HCl auf pH 8,0 
eingestellt. Auf ein Endvolumen von 1 l wurde mit H2O aufgefüllt und die Lösung 
autoklaviert. 
 
0,1% Triton-X100  
(0,1% (w/v) NaOAc, 0,1% (v/v) Triton-X100) 
50 ml: 50 µg Natriumacetat, 50 µl Triton-X100 wurden ad 50 ml H2O gelöst. Die Lösung 
wurde bei 4°C aufbewahrt.  
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Waschlösung I  
(2 x SSC, 1 mM EDTA, 0,1% (w/v) SDS) 
1 l: 100 ml 20 x SSC, 2 ml 500 mM EDTA, 893 ml ster. H2O und 5 ml 20% SDS wurden 
gemischt. 
 
Waschlösung I  
(0,4 x SSC, 1 mM EDTA, 0,1% (w/v) SDS) 
1 l: 20 ml 20 x SSC, 2 ml 500 mM EDTA, 973 ml ster. H2O und 5 ml 20% SDS wurden 
gemischt. 
 
Waschpuffer 5x (für Westernblot) 
1 l: 12,1 g Trizbase, 146,1 g NaCl, 25 ml Tween 20 und 2,5 ml NP 40 wurden mit ster. H2O 
gemischt und mit HCl auf pH 7,5 eingestellt. Die Lösung wurde ad 1 l mit H2O aufgefüllt. 
 
YT-Medium (2x) 
1 l: 16 g Bacto-Tryptone, 10 g Hefeextrakt und 5 g NaCl wurden auf 1 l H2O aufgefüllt und 
autoklaviert. 
 
4.2. Chemikalien 
 
Chemikalien Firma Bestellnummer 
[α32P]dCTP Amersham PB 10205 
Accutase PAA Laboratories  L 11-007 
Agarose Roche 1685678 
Ammoniumacetat Merck 1.01116.0500 
Ampicillin Sigma® A-9518 
Bacto-Tryptone Becton Dickison and Co. 211705 
β-Mercaptoäthanol Fluka 63690 
Bio-Rad Protein Assay  BioRad 500-0006 
Borsäure Merck 1.00165.1000 
Bromphenolblau Merck 8122 
BSA Sigma® A-2153 
n-Butanol Merck 1.01990.1000 
CaCl2 Merck 2389 
Chloroform J.T.Baker 7386 
CsCl ICN Biomedicals Inc. 1-800-854-0530 
Diacethylfloureszein Sigma® F-7378 
DMEM Bio Whittaker Europe BE12-709F 
DMSO EGA-Chemie M8, 180-2 
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DNA vom Kalbsthymus Sigma® D-1501 
DOC (Desoxycholic acid Na-salt) Merck 1.06504.0100 
DPX Mountant for histology  Fluka 44581 
Eisessig Merck 1.00063.1011 
Enzympuffer A Roche 14 17 959 
Enzympuffer B Roche 14 17 967 
Enzympuffer H Roche 14 17 991 
Enzympuffer L Boehringer 14 17 975 
Enzympuffer M Roche 14 17 983 
Eosin G Merck 1.15935.0025 
Ethanol Tiedel-de Haën 32205 
Ethidiumbromid Sigma® E-2515 
FCS Gibco BRL 10270-106 
FicollTM PM 400 Amersham  17-0300-10 
Formaldehyd-Lösung Fluka 47629 
Formalinlösung, 3,5 % Fischer 7307517 
Formamid Merck 1.09684.1000 
FuGENE Roche 1814 443 
Giemsalösung Merck 109204 
Glucose Sigma® G-5000 
Glycin Sigma® G-7126 
Glyzerin Merck 1.04093.1000 
Guanidinthiocyanat (Guanidine) Sigma® G 6639 
HBSS PAA Laboratories  H15-009 
HCl, 1 M Merck 1.09057 
Hefeextrakt Merck 1.03753.0500 
Heringssperma-DNA Sigma® D-6898 
Isopropanol / 2-Propanol Merck 1.09634.2511 
isotonische Kochsalzlösung  Delta Select 3563301 
Kaliumacetat Merck 1.04820.1000 
KCl Merck 4936 
Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I  Roche 1008412 
L-Glutamin Bio Whittaker Europe BE17-605E 
LiChrosolv® Wasser Merck 1.15333.2500 
LiCl Sigma® L-8895 
Ligase Roche 716359 
Ligase-Puffer Boehringer 1243292 
Lysozym Roche 837059 
May Grünwald Merck 101424 
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MAYERS Hämalaunlösung Merck 1.09249.0500 
Methanol p.A. Merck 106009 
MgCl2 x 6 H2O (MgCl2-Hexahydrat) Merck 1.05833.0250 
Milchpulver Sucofin® Drogerieartikel 
MOPS Sigma® M-1254 
Na2CO3 (wasserfrei) Merck 106392 
Na2HPO4 Merck 106585 
NaCl Merck 1.06404.5000 
Natriumacetat, wasserfrei Merck 1.06268.1000 
Natriumhydroxid (Plätzchen) Merck 1.06469.1000 
non essential amino acids, 100x  Biochrom AG K 0293 
Nonidet P 40 (NP40) Roche 1754599 
Nucleotid-Mix (PCR) Roche 1969064 
Paraffin, Histoplast Thermo-Electron 6774060 
Paraffinöl (DNA-Aufreinigung) Caesar & Loretz 7350 
PBS Dulbecco w/o Ca2+ & Mg2+ Biochrom AG 182-50 
Penicillin und Streptomycin Bio Whittaker Europe DE17-602E 
Phenol (Roti®-Phenol) Roth® 0038.2 
Phosphatase incl. Puffer 10x Roche 713023 
Pikrinsäure, wässrig, kalt, gesättigt Apotheke der RWTH Aachen - 
Polyethylenglycol 6000 (PEG) Merck 807491 
Ponceau S Sigma® P-3504 
Propidiumjodid Sigma® P-4170 
PVP Sigma® P-5288 
Random-Primer (Northern) Invitrogen 48190-011 
RbCl Sigma® R-2252 
RNAse A Roche 109169 
SDS Sigma® L-5770 
Sephadex-Gel G50 Fine Amersham 17-0042-01 
Sirius Red Polysciences 09400 
Titriplex III Merck 1.08418.1000 
Trichloressigsäure Merck 1000807 
tri-Natriumcitrat-Dihydrat Merck 1.06448.5000 
Triton X-100 Sigma® T-6878 
Trizma® base, Reagent Sigma® T 1503 
Trypsin / EDTA 10x PAA Laboratories GmbH L 11-003 
Tween 20 Merck  8.22184.0500 
Xylol, reinst Merck 1.08685.1000 
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4.3  Spezielle Chemikalien 
 
spezielle Chemikalien  Firma Bestellnummer 
3H-Aciclovir, ACV-side-chain-2-3H; spez. Akti-
vität: 11,5 Ci / mmol; Konzentration: 1µCi / µl 
Sigma® A1562 
Primer mit der Sequenz 5‘-GGA CAT TTA TCC 
TCT AGC GC-3‘ 
MWG Oligo Synthese-
Report 
10.000 
 
ABI Prism® Template Supression Reagent Applied Biosystems 401674 
Antikörper Rabbit-anti-Thymidinkinase  freundlichst überlassen von M. Saijo1  
Anti-Rabbit IgG Sigma® A-8025 
Buffer (10x) with EDTA (Sequenzierung) Applied Biosystems 402824 
Complete® Protease-Inhibitoren-Cocktail 
(Tabletten) 
Roche 1697498 
DNA vom Kalbsthymus Sigma® D-1501 
Ganciclovir (Cymeven®) Roche PZN-3851388 
Isofluran Abott B506 
Kapillar-Gel: POP-6TM Applied Biosystems 402837 
Ketamin 10% (für Tiere) medistar® 8532601 
Marker für Agarosegele (DNA): Lamda DNA-
Hind III Digest  
BioLabs 1-800-632-7799 
Marker für Proteingele: Bench MarkTM Invitrogen 10748-010 
Phosphatase-Inhibitor-Cocktail 2 Sigma® P-5726 
Rotiszint® eco plus Szintilations-Flüssigkeit Roth® 0016.2 
SYBR®-Green-Konzentrat Molecular Probes S-7563 
Tris-Glycin Gel 10%   anamed TG 10 110 
Tris-Glycin Gel 12%  anamed TG 12 110 
Xylazin 2% (Rompun®) (für Tiere) Bayer 1320422 
 
4.4 Geräte 
• 1450 Microbeta Liquid scintilation & luminescence Counter, Fa.Wallac 
• Autoklav: Vacuklav 24®, Fa. Melag; Varioklav®, Fa H+P Labortechnik  
• Backofen: BT 5042 E, Fa. Heraeus 
• Blot-Apparatur für Westernblot: Biometra® Fast Blot B33, Biometra   
• Brutschränke: BB 6220 (CU O2), Fa. Heraeus 
• Gelelektrophoreseapparatur DNA-, RNA-Gele: Sub-cell® GT , Fa. BioRad 
• Gelelektrophoreseapparatur Westernblot-Gele: X Cell Sure LockTM, Fa. Invitrogen 
• Gel-Photogerät: CN-UV/WL Vilber Lourmat, Fa. MWG-Biotech 
                                                 
1 Masayuki Saijo, M.D., Ph. D., Department of Virology 1, National Institute of Infectious Diseases, Tokyo, 
Japan (38) 
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• Gerät zur Bestimmung der EDTA-Blutparameter: CD 3500, Fa. Abbott; (alle Proben 
gemessen in dafür kalibriertem Tiermodus für Ratten) 
• Gerät zur Bestimmung der Serumparameter Bilirubin direkt: BM Hitachi 917, Fa. 
Boehringer 
• Gerät zur Bestimmung der Serumparameter Bilirubin gesamt, AST, ALT, AP, γGT: 
BM Hitachi 747, Fa. Boehringer 
• Kamera für digitale, mikroskopische Aufnahmen: HV-C20, Fa. Hitachi; verwendete 
Software: Diskus 
• Mikroskop zur Präparatanalyse (Objektträger): DM LB, Fa. Leica 
• Mikroskop zur Zellanalyse: Axiovert 135M, Fa. Zeiss 
• Photometer: cary 50, Fa. Varian 
• Röntgenfilmentwicklung: Cronex® T-6 Processor; Fa. Du Pont 
• Rotationsmikrotom: RM 2145, Leica 
• Rotoren für Beckmann Ultrazentrifuge: 50 Ti (DNA, RNA), 60 Ti (Viren) 
• Sequenzierung: T3 Thermocycler, Fa. Biometra® und ABI PrismTM 310 Genetic 
Analyzer; Fa. Applied Biosystems 
• SpeedVac Concentrator, Fa. Savant 
• Sterilisator: Function line, Fa. Heraeus 
• Ultrazentrifuge: AvantiTM J25 und OptimaTM L-70K, Fa. Beckmann 
• VictorTM, 1420 multilabel counter, Fa. Wallac; verwendete Software: MultiCalc 
• Waagen: 1364 MP (bis 4 kg), LC 621 S (bis 620 g), 2004 MP (bis 166 g), Fa. 
Sartorius 
• Westernblot-Analyse: Lumi ImagerTM, Fa. Boehringer, Software: LumiAnalyst 
• Zellkultur Arbeitsplatz: Hera safe, HS 12 und HSP 12, Fa. Heraeus 
 
4.5 Verbrauchsartikel 
 
Verbrauchsartikel Firma Bestell-Nr. 
blaue Spitzen Kabe Labortechnik PB 1000 
Braunüle MT® Luer Lock, 2/G 16, 7cm Braun 2747832 
Cellstar® Tissue Culture Flasks, 550 ml, 175 cm2 Greiner Bio-One 660175 
Deckgläser, 21x26 mm Roth® H 876 
Dexon® II Polyglykolsäurefaden, 3/0, 5 x 75 cm Braun-Dexon  097 741/1x 
Drahtbügel f. Färbegestell Roth® H 553.1 
EDTA-Röhrchen: Microvette® 200 Sarstedt 20 12 88 
Einbettkassetten, universal, weiß, mit Deckel Thermo-Electron 053760 
Eppendorf-Reaktionsgefäß, zuschraubbares Sarstedt 72.692.005 
Eppendorf-Reaktionsgefäße, 1,5 ml Sarstedt 72.690 
Falcon-Röhrchen schmal Falcon® 352096 
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Falcon-Röhrchen, breit Greiner 227261 
Färbegestell Roth® H 552.1 
Färbegestell Roth® H 554.1 
Flouro NuncTM Modules, 96 black well Nunc  475515 
gelbe Spitzen Sarstedt 70.760.002 
Genetic Analyser 0,5 ml Sample Tubes Applied Biosystems 401957 
Genetic Analyser Septa for 0,5 ml Sample Tubes 
(Deckel) 
Applied Biosystems 401956 
Greiner Röhrchen Falcon® 2006 
Kanülen: Neolus 20 G (0,9 mm) Ferumo® NN-2038 R35
Kanülen: Neolus 21 G (0,8 mm) Ferumo® NN-2138 R35
Kanülen: Neolus 26 G (0,45 mm) Ferumo® NN-2638 R35
Küvetten für DNA, RNA und Viren Roth® X856.1 
Küvetten zur Proteinbestimmung Sarstedt 67.741 
MultiwellTM ( 6 well Platte) Falcon® 353046 
MultiwellTM (12 well Platte) Falcon® 353043 
MultiwellTM (24 well Platte) Falcon® 353047 
Northern-Blot-Folie: HybondTM-N, nylon-mem-
brane optimized 
Amersham RPN 203N 
Nunc cryoTubesTM Vials 1,8 ml Nunc 363401 
Nunc cryoTubesTM Vials 4,5 ml Nunc 363452 
Parafilm® 4 In x 125 ft. Roll American National Can 9.170.005 
Pasteurpipetten Brand 747715 
Perma-Hand-Seide, 3/0, 2 x 45 cm Ethicon EH 6763 H 
Petrischalen für die Zellkultur, 100 x 20 mm Sarstedt 83.1802 
Petrischalen zur Bakterienkultivierung Sarstedt 82.1473 
Polyallomer Centrifuge Tubes, 11 x 60 mm Beckman 328874 
Quick-Seal Centrifuge Tubes (16 x 76 mm) Beckmann 342413 
Röntgenfilme X-OMAT AR (13 x 18 cm) Kodak 165 1496 
Röntgenfilme X-OMAT AR (24 x 30 cm) Kodak 150 1451 
Safe Lock Eppendorf-Reaktionsgefäße Eppendorf 0030 121.023 
Scalpel, disposable Nr. 11 Feather 02.001.30.011
Scalpel, disposable Nr. 21 Feather 02.001.30.021
Sequenzier-Säulen Centri-Sep Colums Princeton Separations CS-900 
Serum-Röhrchen: Microvette® 200 Sarstedt 18 13 24 
Spritze, 1ml Terumo® 74205-01 
Spritze, 50 ml Braun 8728810F 
Teflon-Tönnchen Hersteller nicht mehr feststellbar, da 
Anschaffung vor über 25 Jahren 
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TLC-Membran, Polygram® CEL 300   
Ultra-ClearTM Centrifuge Tubes, 11 x 60 mm Beckman 344062 
Urinbecher = 100 ml Becher aus Polypropylen Sarstedt 75.562.105 
Visking® dialysis tubing 8 / 32, ∅ 6 mm Serva 44104 
Westernblot-Folie: nitrocellulose Membrane Sheet, 
0,45 Micron 
Pierce 88018 
   
 
4.6 Nomenklatur der Röhrchen 
 
Um Verwirrungen zu vermeiden ist in Abb. 4.1 zu 
sehen, welche Röhrchen der Firmen Falcon und 
Greiner mit welchem Namen in dieser Arbeit 
bezeichnet werden (ungeachtet ihres Herstellers). 
 
 
 
 
4.7  Kits 
 
Kit Firma Bestellnummer 
Annexin V  FLUOS Staining Kit Roche 1 858 777 
ApoAlert® Caspase Flourescent assay Kit Clontech K-2026-2 
RNeasy® Mini Kit (50) Qiagen 74104 
Adeno-XTM Virus Clontech K 1654-2 
Super-Signal® West Dura Extended Pierce  34075 
 
 
4.8 Vektoren 
 
Vektor Firma / Literatur 
Bestellnummer 
/ Literatur 
pORF-HSV1-tk Firma TEBU, Frankfurt a.M. porf-hsvtk 
pUC-BM20-hTIMP freundlichst überlassen von M. Arias-Kuhn, 
AG Weiskirchen, RWTH Aachen 
Arias-Kuhn M 
et al., 2003 (36) 
p∆E1-sp1A-CMV-GFP-pA freundlichst überlassen von J. Herrmann, 
AG Weiskirchen, RWTH Aachen 
Weiskirchen R 
et al., 2000 (39) 
pJM17 Microbix Biosystems Inc. (Toronto, 
Ontario, Canada) 
McGrory et al., 
1988, s. (36) 
 
 Falcon,       Falcon        Greiner 
 schmal 
 
Abb. 4.1    Benennung der Röhrchen
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4.9 Restriktionsendonukleasen 
 
 
Restriktionsendonukleasen Firma Bestellnummer 
EcoRI Roche  1175084 
HindII Roche 220540 
HindIII Boehringer 567604 
NdeI Roche 1040219 
NcoI  Amersham E 1160 Y 
NheI Roche  885843 
PstI Boehringer 621625 
 
 
4.10     Primer 
 
Primer Firma Bestellnummer 
M13/pUC sequencing primer (-20) 
    5’d (GTA AAA CGA CGG CCA GT) 3’ 
Biolabs S1211S 
M13/pUC reverse sequencing primer (-24) 
    5’d (AAC AGC TAT GAC CAT G) 3’ 
Biolabs S1201S 
Primer mit der Sequenz  
    5’-GGA CAT TTA TCC TCT AGC GC-3’ 
MWG Oligo Synthese-
Report 
10.000 
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5 Arbeitsmethoden  
 
5.1 Arbeitsmethoden Molekularbiologie 
 
5.1.1 Großpräparation von Plasmid-DNA 
Am Vortag wurde eine Übernachtkultur mit 250 ml LB-Medium, versetzt mit 50 µl einer 
Glyzerinkultur, bei 37°C und 220 rpm inkubiert. Am Tag der Präparation wurde der 
Bakteriensud zentrifugiert [4.000 rpm / 15 min / 4°C], der Überstand verworfen und das Pellet 
auf Eis gelagert. Das Pellet wurde mit 50 ml STE versetzt und durch Vortexen grob gelöst. 
Nach erneuter Zentrifugation [4.000 rpm / 15 min / 4°C] wurde der Überstand verworfen und 
mit 10 ml Lösung I versetzt. Durch Vortexen und Scheren sollte sich das Pellet auflösen. 
Zugegeben wurde 1 ml Lysozym-Lösung (frisch angesetzt) und die Lösung wurde auf Eis 10 
Minuten inkubiert. Es kamen 20 ml Lösung II (frisch angesetzt) dazu, danach wurde 10 
Minuten auf Eis inkubiert. Nach Hinzugabe von 15 ml Lösung III wurde zentrifugiert [8.000 
rpm / 10 min / 4°C], der Überstand durch Gaze gegossen, um ihn weiterzuverarbeiten, das 
Pellet verworfen. 30 ml Isopropanol wurden hinzugefügt, und es schloss sich eine 
zehnminütige Inkubation bei RT an (1. Fällung). Es wurde wieder zentrifugiert [8.000 rpm / 
10 min / 4°C], diesmal der Überstand verworfen und das Pellet mit 5 ml 70% Ethanol 
gewaschen [Zentrifugation (8.000 rpm / 10 min / 4°C)]. Das Pellet wurde in 2 ml TE 
aufgenommen und gelöst, mit 2 ml Lithium-Chlorid versetzt und zentrifugiert [10.000 rpm / 
10 min / 4°C]. Der Überstand wurde in 4 ml Isopropanol überführt und mindestens 10 
Minuten bei RT inkubiert (2. Fällung). An dieser Stelle war eine Unterbrechung über Nacht 
möglich.  
Nach Zentrifugation [10.000 rpm / 10 min / 4°C] wurde der Überstand verworfen und das 
Pellet mit 1 ml 70% Ethanol gewaschen (Zentrifugation [10.000 rpm / 10 min / 4°C]), dann 
das Pellet in 500 µl TE aufgenommen und gelöst. (?Ab hier ist eine alternative Fortsetzung 
der DNA-Größpräraration in Form der UZ-Aufreinigung möglich, s. Protokoll unter 5.1.2.) 
Die Lösung wurde mit 20 µl RNAse A-Lösung bei 37°C mindestens 30 Minuten inkubiert. 
540 µl 1,6 M NaCl /13% PEG-Lösung wurde der Lösung zugesetzt, und das Pellet nach 
Zentrifugation [15.000 rpm / 10 min / 4°C] in 400 µl TE aufgenommen, gevortext, einige 
Minuten bei 37°C inkubiert, resuspendiert und schließlich mit 400 µl Phenol versetzt. Die 
Mischung wurde zwei Minuten gevortext, zentrifugiert [10.000 rpm / 5 min / RT], die obere 
Phase abgenommen und in ein Gemisch aus 200 µl Chloroform und 200 µl Phenol überführt.  
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Anschließend wurde wieder 1 Minute gevortext, zentrifugiert [10.000 rpm / 5 min / RT] und 
der Überstand in 400 µl Chloroform überführt. Dies wurde gevortext und zentrifugiert 
[10.000 rpm / 5 min / RT], und der Überstand in 100 µl 10 M Ammoniumacetatlösung 
überführt. Nach Zusatz von 1 ml Ethanol abs. wurde 10 Minuten bei RT inkubiert und 
zentrifugiert [10.000 rpm / 5 min / 4°C]. Das entstandene Pellet wurde mit 200 µl 70% 
Ethanol gewaschen (Zentrifugation [10.000 rpm / 5 min / 4°C]). Zuletzt wurde das Pellet in 
100 bis 500 µl TE aufgenommen (je nach Pelletgröße) gevortext und kurz zentrifugiert. Die 
DNA wurde anschließend photometrisch quantifiziert und gelelektrophoretisch qualifiziert. 
 
5.1.2 Aufreinigung von Plasmid-DNA über Ultrazentrifugation 
Mittels UZ-Aufreinigung konnte DNA supercoiled und sehr rein gewonnen werden. In dieser 
Arbeit wurde sie für Rekombinationen verwendet.  
Die DNA wurde gemäß des Protokolls 5.1.1 bis zur Aufnahme in 500 µl TE (s. ?) wie im 
Rahmen der Plasmidgroßpräparation behandelt. Statt in 500 µl TE wurde das Pellet in 6 ml 
TE (pH 8,0) aufgenommen. 6,3 g CsCl wurden der suspendierten DNA zugesetzt. Das CsCl-
DNA-Gemisch wurde in ein Quick-Seal-Polyallomer-Röhrchen überführt. Die Lösung wurde 
mit 200 µl Ethidiumbromidlösung (10 mg/ml) sorgfältig überschichtet, eine weitere 
Überschichtung erfolgte mit Paraffinöl, bis dass das Quick-Seal-Röhrchen vollständig und 
luftblasenfrei befüllt war. Das Röhrchen wurde gemäß der Herstellerangaben verschlossen, 
verdeckelt und in der UZ (Ti50 Rotor) zentrifugiert (40.000 rpm / mind. 40 h / 21°C). Um die 
supercoild-Bande zu gewinnen, wurde zunächst zum Druckausgleich eine Kanüle (G20 oder 
G21) im oberen Bereich des Quick-Seal-Röhrchens eingestochen. Dann ließ sich durch einen 
weiten Einstich einer Kanüle (G20) auf Höhe der Bande ein Großteil der DNA abziehen. Die 
gewonnene Lösung wurde zur Entfernung des EtBr mit CsCl / H2O gesättigtem n-Butanol 
fünfmal ausgeschüttelt und anschließend in Dialyseschläuche überführt. Die Schläuche 
wurden über 24 Stunden bei 4°C in ca. 500 ml TE (pH 8,0) gerührt. Während dieser Zeit 
wurde die TE-Menge zwei- oder mehrmals ausgetauscht gegen frisches TE. Die DNA-Lösung 
wurde den Dialyseschläuchen entnommen, photometrisch quantifiziert und 
gelelektrophoretisch qualifiziert. 
 
5.1.3 photometrische Quantifizierung und Qualifizierung von Plasmid-DNA 
Bei einer Wellenlänge von λ 260 und 280 nm wurde die optischen Dichte der mit 
destilliertem Wasser 1:250 verdünnte DNA-Lösung gemessen. Für die Ermittlung der 
 
_______________________________________   ARBEITSMETHODEN, MOLEKULARBIOLOGIE 
 
28 
 
 
 
 OD260 x 250 x 50 = µg DNA pro µl TE (ggf. Wasser) 
Konzentration der DNA [µg] wurde die gemessene OD260 multipliziert mit dem 
Verdünnungsfaktor 250 und einem konstanten Wert von 50 (für DNA). 
 
 
Orientierungswerte für die Reinheit der Plasmid-DNA war der Quotient aus OD260 / OD280 
von 1,7 bis 1,8  
 
5.1.4 Gelelektrophoretische Auftrennung von Plasmid-DNA 
Für ein 1%iges Gel wurde 2 g Agarose mit 200 ml 1x TBE gemischt, kurz aufgekocht und mit 
6 µl Ethidiumbromid versetzt. Als Laufpuffer wurde 1x TBS verwendet. Zu einem 
Volumenteil (VT) aufzutrennender DNA-Probe kam ¼ VT DNA-Stopp-Mix. Bei 30 V (≅ 19 
mA) erfolgte die Auftrennung über Nacht.  
 
5.1.5 Elution von DNA aus Agarose-Gelen 
Die DNA-Banden wurden unter UV-Licht-Kontrolle aus dem Gel ausgeschnitten, mit einem 
geringen Volumen 1xTBE in Dialyseschläuche überführt und in eine 1xTBE gefüllte 
Gelapparatur gelegt. Eine Stunde lang wurde eine Spannung von 198 V (≅ 31 mA) angelegt. 
Die Flüssigkeit wurde den Schläuchen entnommen und unter UV-Licht auf ihren DNA-Gehalt 
überprüft. Zur Fällung der DNA wurden jeweils ca. 1/10 VT 3 M Natriumacetat (pH 6,8) 
zugegeben, kräftig gevortext und ca. 3 VT eiskaltes Ethanol abs. hinzugefügt. Anschließend 
wurde gevortext und die Proben bei –80°C über Nacht, mindestens aber 30 Minuten gelagert. 
Die Proben wurden zentrifugiert [15.000 rpm / 15 min / 4°C], der Alkohol abgezogen und 
verworfen. Mit 90 µl 70%iges Ethanol (-20°C) wurde das Pellet gewaschen [Zentrifugation 
(15.000 rpm / 15 min / 4°C)]. Das Pellet wurde unter Vakuum trocken zentrifugiert. 
Anschließend wurde das Pellet in Wasser aufgenommen.  
 
5.1.6 Aufbereitung von Dialyseschläuchen 
Dialyseschläuche wurden in einer Lösung aus 20 g Na2CO3 und 2 ml 500 mM EDTA-Lösung 
ad 1 Liter H2O für 10 Minuten gekocht, in dest. H2O gewaschen, weitere 10 Minuten in 1 mM 
EDTA (pH 8,0) gekocht und auf Vorrat bei 4°C gelagert.  
 
5.1.7 Verdau mit Restriktionsenzymen 
Es wurde in einem Eppendorf-Reaktionsgefäß ein Verdau angesetzt mit Puffer, DNA, H2O 
sowie den entsprechenden Restriktionsenzymen. 
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Folgende Volumenregeln galten für den Verdau-Ansatz: 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Pufferauswahl richtete sich nach den Milieubedürfnissen der Restriktionsenzyme. Die 
folgende Tabelle zeigt eine Auswahl an Restriktionsenzymen und ihrer Aktivität im 
jeweiligen Puffer. Die Enzyme wurden zuletzt, gekühlt und sehr vorsichtig zugesetzt. Der 
Ansatz wurde über Nacht bei 37°C inkubiert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.1.8 Auffüllreaktion mit Klenow-Fragment  
Die meisten Restriktionsenzyme (z.B. EcoRI und HindIII) schneiden die DNA-Doppelhelix 
so, dass die Schnittstellen an jedem Strang versetzt sind. Dabei entstehen sogenannte sticky 
ends, überlappende Enden, die von Ligasen später beim Klonieren in dieser Form nicht mit 
anderen sticky ends verknüpft werden können, sofern sie nicht zuvor von demselben Enzym 
geschnitten worden sind bzw. von einem Enzym, das die gleichen überlappenden Enden 
generiert. Schneidet ein Enzym die beiden Stränge der Doppelhelix an derselben Position, 
entstehen hingegen sog. blunt ends, bei denen die DNA-Schnitte stumpf enden. Zwei stumpfe 
Enden können ligiert werden, im Falle der sticky ends hingegen muss erst der kürzere DNA-
Strang entlang des längeren aufgefüllt werden. Die ist möglich mit dem Klenow-Fragment der 
DNA-Polymerase I. Es wurde ein Restriktionsverdau (40 µl) angesetzt aus 6 µl Nukleotid-
Mix (10 mM Lösung dATP, dCTP, dGTP und dTTP), 3 µl Klenow-Fragment und 11 µl H2O 
und bei 37°C mindestens 45 Minuten inkubiert. Folgende Volumenregeln galten für die 
Auffüllreaktion mit Klenow-Fragment: 
 
Enzym A-Puffer B-Puffer L-Puffer M-Puffer H-Puffer 
NdeI 25 – 50 75 - 100 10 - 25 50 - 75 100 
NheI 100 25 - 50 100 100 10 – 25 
HindIII 50 – 75 100 25 - 50 100 50 - 75 
NcoI 50 – 75 50 - 75 50 - 75 50 - 75 100 
HindII 100 100 25 - 50 100 50 - 75 
1. Bestimmung des Endvolumens (z.B. 30 µl) 
2  die Endkonzentration des Puffer sollte einfach sein (z.B. 3 µl bei einem 10x Puffer)
3.  die Summe der Enzyme durfte 1/10VT nicht überschreiten (z.B. 1 x 3 µl oder 2 x 
1,5 µl); 1 µl Enzym entsprach ca. 10 Units 
4.  pro 3 Units eingesetztem Enzym wurde 1 µg DNA eingesetzt 
5.  anschließend wurde mit Wasser bis zum Endvolumen aufgefüllt 
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5.1.9 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten 
Eine Dephosphorylierung war nötig, wenn ein Vektor durch ein Restriktionsenzym linearisiert 
wurde oder ein Fragment an seinen beiden Flanken mit demselben Enzym geschnitten wurde. 
Es hätte sich aufgrund der passenden Enden ein energetisch günstigerer intramolekularer 
Ringschluss gebildet statt eines intermolekularen Ringschlusses mit einem anderen Vektor. 
Nach der Elution aus dem Gel befand sich die DNA gelöst in 1x TBE. Es wurde 1/10 VT 10x 
Phosphatase-Puffer und 1/20 VT Phosphatase hinzugesetzt. Die Mischung wurde kurz 
abzentrifugiert und dann bei 37°C für 45 Minuten inkubiert. Um die Phosphatase zu 
eliminieren, wurden ca. 1 ½ VT Phenol hinzugegeben, eine Minute gevortext und 
zentrifugiert [12.000 rpm / 2 min / RT]. Die obere Phase wurde mit 1 ½ VT halb Phenol / halb 
Chloroform versetzt, eine Minute gevortext und zentrifugiert [12.000 rpm / 2 min / RT], dann 
die obere Phase mit 1 ½ VT Chloroform versetzt. Eine Minute wurde gevortext, dann wieder 
zentrifugiert [12.000 rpm / 2 min / RT]. Die DNA in der oberen, wässrigen Phase konnte ab 
hier genauso gefällt werden, wie in Abschnitt „Elution von DNA aus einem Agarose-Gel“ 
beschrieben wurde. 
 
5.1.10 Ligation von Vektorfragmenten 
Es wurden die gewünschten DNA-Proben, Ligase-Puffer, ggf. Wasser und Ligase gemischt 
und bei 12°C ca. 48 Stunden inkubiert. 
 
5.1.11 Bakterientransformation 
Im Anschluss an die Ligation wurden die Ligationsansätze auf jeweils 200 µl kompetente 
Bakterien gegeben, 200 µl Bakterien blieben als Kontrolle DNA-frei. Während einer 
Inkubation von 30 Minuten auf Eis lagerte sich die Plasmid-DNA an die Bakterienwand an. 
Durch die anschließende Hitzeschockbehandlung für 2 Minuten bei 42°C öffneten sich kurz 
Zellwand und Zellmembran der Bakterien, so dass die Transformation der Plasmid-DNA in 
die Bakterien erfolgte. Danach wurden die Proben auf Eis gelagert und mit je 600 µl LB-
Medium versetzt. Es folgte eine Inkubation bei 37°C und 220 rpm über 45 Minuten. Auf 
1.  Restriktionspuffer 10x :  1/10 VT des Endvolumens 
(wurde nur zugesetzt, wenn dieser nicht schon durch einen vorangegangenen 
Verdau in der Probe enthalten war) 
2.  Nukleotidmix :               1/10 VT des Endvolumens 
3.  Klenow-Fragment:         1/20 VT des Endvolumens 
4.  H2O :                              aufgefüllt bis Endvolumen 
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ampicillinhaltigen Kulturplatten wurden anschließend die Bakterien in einfachem und 
zehnfachem Volumen ausplattiert. Nur solche Bakterien konnten wachsen, die ein 
ringförmiges Plasmid und damit ein Ampicillinresistenz-Gen aufgenommen hatten. Über 
Nacht wurden die Platten bei 37°C inkubiert. 
Jeweils eine Kolonie pro Platte wurde am nächsten Tag in 3 ml ampicillinhaltiges LB-
Medium eingebracht und über Nacht bei 37°C und 220 rpm inkubiert. Zur Kontrolle wurde 
ein Mediumansatz unbeimpft gelassen.  
 
5.1.12 Minipräparation von Plasmid-DNA 
Das beimpfte Medium war nach erfolgreichem Wachstum trüb, die Kontrolle klar. Ein Teil 
des bakterienhaltigen Mediums wurde in jeweils ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und 
zentrifugiert [15.000 rpm / 1 min / RT], der Überstand verworfen. Das Pellet wurde mit      
100 µl kalter Lösung I versetzt, eine Minute gevortext. Es wurden 200 µl Lösung II (frisch 
angesetzt) hinzugegeben, die Eppendorf-Reaktionsgefäße geschüttelt und zwei Minuten auf 
Eis inkubiert. 150 µl Lösung II kamen hinzu, der Ansatz wurde gemischt und drei Minuten 
auf Eis inkubiert, danach zentrifugiert [15.000 rpm / 5 min / RT]. Der Überstand wurde in 
eine Mischung aus je 250 µl Chloroform und 250 µl Phenol überführt. Es wurde zwei 
Minuten gevortext, dann zentrifugiert [15.000 rpm / 5 min / RT]. Die obere Phase wurde 
isoliert und mit 1 ml Ethanol abs. versetzt. Der Ansatz wurde bei RT einige Minuten 
inkubiert. Nach Zentrifugation [15.000 rpm / 10 min / 4°C] wurde der Überstand verworfen, 
das Pellet mit 150 µl 70%igem Ethanol (-20°C) gewaschen [Zentrifugation bei 15.000 rpm / 
10 min / 4°C]. Das möglichst flüssigkeitsarme Pellet wurde unter Vakuum trocken 
zentrifugiert (SpeedVac Concentrator). Zuletzt wurde es in Wasser aufgenommen. 
 
5.1.13 Erstellung kompetenter Bakterien zur Plasmidtransformation  
Um Bakterien transformieren zu können, musste die Bakterienwand permeabel gemacht 
werden (Protokoll adaptiert nach Hanahan, 1985): 
Alle Arbeitschritte mussten bei 4°C durchgeführt werden. Alle Arbeitsmaterialien waren 
entsprechend vorzukühlen. 2x YT-Medium wurde mit 1/100 VT KCl und 1/50 VT MgSO4 
versetzt. Zur späteren Dichtebestimmung wurde 1 ml der Suspension entnommen und 
verwahrt. Mit 1 ml einer JM 105 Bakterien-Kultur (in LB-Medium) wurde die Suspension 
angeimpft und ca. zwei Stunden bei 220 rpm und 37°C inkubiert, bis die Trübung den Wert 
0,5 bei einer OD von λ 600 nm erreicht hatte. Der Null-Abgleich war mit dem verwahrten 
Ausgangsmedium durchzuführen. 100 ml des Bakteriensuds wurden abzentrifugiert [3.000 
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rpm / 10 min / 4°C], und das Pellet wurde mit 50 ml TFB-I-Lösung versetzt. Es folgte eine 
Inkubation für 10 Minuten, dann eine Zentrifugation [3.000 rpm / 10 min / 4°C]. Der 
Überstand wurde verworfen. Das Bakterienpellet wurde in 4 ml TFB-II-Lösung gelöst und als 
200 µl Aliquots bei –80°C gelagert. 
 
5.1.14 Überprüfung der kompetenten Bakterien  
Ein aufgetautes Aliquot mit kompetenten Bakterien (200 ml) wurde mit 1 µg einer beliebigen 
DNA transformiert (s.o.) und die amplifizierten Bakterien ausplattiert, und zwar in 
abfallender Konzentration als 1:1-, 1:100- und 1:10.000-Verdünnungen. Es ließen sich nach 
dieser Methode Transformationsraten von 2 x 106 Kolonien pro µg DNA erzeugen.  
 
5.1.15 Haltbarmachung von Bakterienkulturen 
Um einen Teil der transformierten Bakterien für spätere Zwecke (z.B. Großpräparation) zu 
lagern, wurde ca. 600 µl Bakterienkultur in einem Nunc cryoTubeTM mit ca. 250 µl Glyzerin 
versetzt und bei –20°C gelagert. 
 
5.1.16 Sequenzierung 
Die Menge an DNA die für eine Sequenzierung eingesetzt wurde, sollte zwischen 200 und 
500 ng liegen. Die DNA wurde mit 5`-Primer bzw. 3`-Primer (universal), Wasser und 
Nucleotid-Mix versetzt. Folgende Volumenregeln galten für den Sequenzier-Ansatz: 
 
Die Inkubation der Proben erfolgte im T3 Thermocycler der Firma Biometra®:  
 
Schritt Temperatur Dauer Vorgang 
1 95°C 5 min. T3 Thermocycler erhitzte 
2 95°C 30 sek. T3 Thermocycler hielt die Temperatur  
3 50°C 20 sek. T3 Thermocycler kühlte runter 
4 60°C 4 min. T3 Thermocycler erhitzte 
5 – 49 T3 Thermocycler wiederholte 49 mal Schritt 2 bis 4 
50 4°C variabel die Proben konnten entnommen werden 
 
a.  DNA:                     1/20 VT des Endvolumens 
b.  Universal-Primer (3` oder 5`):  1/10 VT des Endvolumens 
c.  Sequenzier-Mix :    2/5 VT des Endvolumens 
d.  H2O :                      aufgefüllt bis Endvolumen
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Derweil wurden Sequenzier-Säulen (Centri-Sep Colums) mit je 800 µl Wasser vorgequollen, 
mindesten 30 Minuten oder über Nacht. Das überschüssige Wasser wurde aus den Säulen 
heraus zentrifugiert (750x g / 2 min / RT), dann konnte der Sequenzieransatz, den der            
T3 Thermocycler inkubiert hatte, auf die Säulen gegeben werden. Die Säulen wurden auf 
Eppendorfreaktionsgefäßen zentrifugiert (750x g / 2 min / RT). Die in den 
Eppendorfreaktionsgefäßen aufgefangene DNA-Lösung wurde im SpeedVac Concentrator 
getrocknet. Es wurden 25 µl ABI Prism® Template Supression Reagent hinzugefügt und über 
2 Minuten bei 95°C inkubiert. Hiernach kamen die Proben direkt auf Eis und wurden 
schließlich in geeignete Gefäße (Genetic Analyser 0,5 ml Sample Tubes mit Deckel) 
überführt. Im ABI PrismTM 310 Genetic Analyzer wurden die Ansätze analysiert und von der 
dazugehörigen Software ausgewertet. Sequenzierbedingungen: Kapillare: 2 – 61 cm x 5 µm; 
Gel: POP-6TM (Applied Biosystems), Laufpuffer: Buffer (10x) with EDTA (Applied 
Biosystems), 1/10 verdünnt mit. LiChrosolv® Wasser. 
 
5.1.17 Gelelektrophoretische Auftrennung der RNA  
Es wurde ein Gel wie folgt angesetzt: 2 g Agarose in 146 ml H2O wurden aufgekocht und 
dann mit 20 ml MEN-Puffer sowie 34 ml Formaldehydlösung versetzt. Gelschlitten, Kammer 
und Kamm einer Gelelektrophoreseapparatur (Sub-cell® GT) wurden gründlich mit 1%iger 
SDS Lösung abgewaschen (Elimination von RNAsen). Der Laufpuffer wurde hergestellt aus 
1720 ml ster. H2O, 200 ml MEN-Puffer und 80 ml Formaldehydlösung. Die mittels CsCl-
Gradienten gereinigte RNA (s.u.) wurde mit 1 VT RNA-Puffer sowie je 1µl EtBr pro 20 µl 
Probe versetzt und auf das Gel aufgetragen. Bei 30 V wurden die Proben über Nacht, 
mindestens aber 14 Stunden elektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde unter UV-Licht 
photographiert, wobei ein Zentimetermaß als Maßorientierung im Bild zu sehen war.  
 
5.1.18 Northern Blot 
 
5.1.18.a Übertragen von RNA aus Agarosegelen auf Nylonmembranen (Northern-
Blotting) 
(Abb. 5.1.18.a) In einem Puffer aus 150 ml SSC 20x und 350 ml H2O wurden Whatman-
Papiere der Größen 16 x 24 cm und 24 x 30 cm (jeweils 3 Stück) eingeweicht. Über eine 
Wanne wurde längs ein Steg gelegt und die Wanne mit ca. 800 ml SSC 20x befüllt. Die 
vorgeweichten Whatman-Papiere mit der Größe 24 x 30 cm wurden nacheinander 
luftblasenfrei und gut benetzt quer über den Steg geschichtet, so dass sie seitlich in das SSC 
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hineinreichten. Flankierend wurden auf die oberste 
Lage Whatman-Papier Parafilmstreifen gelegt. Das 
Gel wurde im nächsten Schritt so auf den Whatman-
Papieren positioniert, dass es nirgendwo den Steg 
berührte. Eine Nylonmembran (16 x 24 cm) wurde 
luftblasenfrei mittig beginnend, auf das Gel gelegt. 
Die weiteren drei Whatman-Papierschichten (16 x 24 
cm) wurden längs auf der Membran platziert. Zum 
Schluss wurde zurechtgeschnittener Zellstoff in vielen 
Lagen auf die Whatman-Papiere gelegt, mit einer 
Glasplatte und einem Gewicht (ca. 1kg) beschwert und 
über Nacht, mindesten aber 16 Stunden, stehen 
gelassen. Durch den Wassersog Richtung Zellstoff 
wanderte die auf dem Gel befindliche RNA "hinauf" 
auf die Membran.  
 
5.1.18.b  Prähybridisierung 
Am folgenden Tag konnte der Blot abgebaut werden. Mit Kugelschreiber wurden die Taschen 
auf der Membran eingezeichnet, ehe diese bei 80°C für 2 Stunden gebacken wurde (Heraeus 
BT 5042 E). Die Membran wurde dann in 350 ml H2O und 150 ml SSC bei RT inkubiert. 
Derweil wurden 2 ml Heringssperma DNA (10 mg/ml) 5 Minuten im Wasserbad aufgekocht, 
damit sich die Doppelstränge der DNA lösten. Anschließend musste die DNA sofort auf Eis 
gelagert werden, damit sich die Stränge nicht wieder zusammenlagerten. Die Heringssperma-
DNA wurde mit 200 ml Hybridmix I versetzt, und der Blot darin bei 37°C unter leichtem 
Schütteln 3 Stunden prähybridisiert. 
 
5.1.18.c  Erstellen einer Gen-Sonde                                                                                                           
Es wurde ein Verdau angesetzt, bei dem ein Fragment mit der gewünschten Gensequenz 
entstand (z.B. 1,1 kb groß). Der Verdau wurde elektrophoretisch aufgetrennt und die DNA 
aus dem Gel eluiert. Die DNA wurde anschließend photometrisch quantifiziert und bei –20°C 
gelagert. 
 
Abb. 5.1.18.a  Schichtung des Blots 
 
1 Steg 
2 Whatman-Papiere (3 Stück) 
3 Parafilm  
4 Gel 
5 Nylon-Membran  
6 Whatman-Papiere 
6 
5 1 
2 3 
4 
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5.1.18.d  radioaktive Markierung von DNA durch „Random Priming“  
100 ng dsDNA (Sondenfragment) wurden mit sterilem H2O auf 10 µl aufgefüllt. Sie wurde 
für 3 Minuten im Wasserbad aufgekocht und anschließend direkt auf Eis gelagert. In die 
DNA-Lösung hinein pipettiert wurden 5 µl Pufferlösung, 10 µl Random-Primer, 18 µl steriles 
H2O, 5 µl [α32P]dCTP (~ 3000Ci/mmol) und 2 µl Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I. 
Bei 37°C wurde der Ansatz mindestens 1 Stunde inkubiert. Eine Pasteurpipette wurde mit 
einer Glaskugel teilverschlossen. G50-Sephadex-Gel wurde soweit in die Pipette gefüllt, dass 
der Gel-Spiegel nach Abtropfen der nicht-viskösen Flüssigkeit ca. zwei Zentimeter unterhalb 
der Pipettenoberkante lag. Bei dem Gel handelte es sich um ein Filtrationsmaterial, dass 
hochmolekulare Teilchen schneller passieren ließ als niedermolekulare (= umgekehrter 
Molekularsiebeffekt). In einem Eppendorf-Ständer wurden 12 Eppendorf-Reaktionsgefäße 
vorgelegt. Um den pH-Wert im Gel zu äquilibrieren wurde vorab 1 ml TE durch das Gel 
geschickt. Das Gel sollte stets nur so „leer“ tropfen, das kein Flüssigkeitsspiegel mehr auf der 
Gelsäule stand. Der radioaktive Sonden-Ansatz (hier 50 µl) wurde vollständig auf das Gel 
pipettiert. Dann wurden nacheinander einmal 50 µl TE, einmal 100 µl TE und zweimal 200 µl 
TE über die Säule geschickt, um den Fluss der Moleküle durch das Gel anzuregen. Das 
Volumen (3 x 200 µl) wurde in dem ersten Eppendorf-Reaktionsgefäß aufgefangen. In elf 
weiteren Schritten wurden nun jeweils 200 µl TE über die Säule geschickt und in die übrigen 
Eppendorf-Reaktionsgefäße aufgenommen, d.h. 200 µl je Eppendorf-Reaktionsgefäß. Danach 
wurden aus jedem Eppendorf-Reaktionsgefäß 1 µl Flüssigkeit entnommen und in 3 ml 
Szintilationsflüssigkeit überführt. Die Strahlung wurde mit dem „1450 Microbeta Liquid 
scintilation & luminescence Counter“ erfasst (in [cpm]).  
Beispiel eines Ergebnisses:  
 
Szintilationsgefäß 1 2 3 4 5 6 
Strahlung [cpm] 199 59.230 279.108 26.957 6.430 35.462 
Szintilationsgefäß 7 8 9 10 11 12 
Strahlung [cpm] 73.106 75.973 27.630 5.744 635 91 
 
Die Verhältnisse konnten graphisch dargestellt werden (Abb. 5.1.18.d). 
Entscheidend für die weitere Verwendung war der Bereich des ersten Peaks bzw. die 
Eppendorf-Reaktionsgefäße, deren Flüssigkeit diese starke Aktivität aufwiesen (hier 
Szintilationsgefäße 2, 3 und 4). Der zweite Peak entstand durch freie, markierte Nukleotide, 
die nicht von der DNA-Polymerase verknüpft worden waren. Da sie klein waren, wurden sie 
länger im Gel zurückgehalten und tropften erst später heraus. 
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5.1.18.e Hybridisierung 
In ein geeignetes Behältnis (z.B. Tupperdose) wurden 50 ml Hybridmix I vorgelegt. Der 
aktive Sonden-Mix in den ausgewählten Eppendorf-Reaktionsgefäßen wurde nun zusammen 
mit 1 ml Heringssperma-DNA (10 mg/ml) 5 Minuten im Wasserbad aufgekocht und sofort 
danach auf Eis gelagert. Sowohl der Sonden-Mix als auch die Heringssperma DNA wurden 
dem Hybridmix I zugesetzt. Der prähybridisierte Blot wurde in den Hybrid-Mix überführt und 
im Schüttelwasserbad bei 37°C über Nacht, mindestens aber 16 Stunden inkubiert. Nach der 
Inkubation wurde der Blot in 300 ml Waschlösung I überführt und für 20 Minuten bei 55°C 
im Schüttelwasserbad inkubiert. Es schloss sich eine 20 minütige Inkubation bei 50°C im 
Schüttelwasserbad in 300 ml Waschlösung II an. Dieser Schritt wurde mit frischer 
Waschlösung II wiederholt. Anschließend wurde der Blot in leicht getrocknetem Zustand in 
eine Klarsichthülle überführt, die in eine Fotokassette gelegt wurde. In der Dunkelkammer 
wurde ein Röntgenfilm (Kodak) aufgelegt. Die Kassette wurde bei –80°C bis zur Entwicklung 
des Films gelagert. Für die Filmentwicklung wurde das Gerät Cronex® T-6 Processor der 
Firma Du Pont verwendet. 
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Abb. 5.1.18.d  
 
Darstellung der Strahlungsverteilung 
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5.2 Arbeitsmethoden Zellkultur  
 
In dieser Arbeit wurden mit folgenden Zelllinien gearbeitet: HEK1, CFSC-2G2, und COS-73. 
An Primärkulturen kamen HSC4 und die daraus differenzierten MFB5 zum Einsatz. HSC 
wurden gemäß dem Protokoll, wie es in der Arbeit von Schafer et al. 1987 beschrieben 
wurde, aus der Rattenleber isoliert (40). HSC und MFB proliferierten nicht. 
 
5.2.1 Behandlungsschemata bei Zellen 
 
5.2.1.1  Kulturbedingungen 
• Kulturbedingungen für alle Zellen: Temperatur: 37°C, CO2: 5%, Luftfeuchtigkeit: 
100%. 
• Mediumbedingungen (Standard): DMEM (mit 25 mM Hepes und 4,5 g/l Glucose, ohne 
L-Glutamin; steril filtriert), 10% FCS, 1% Penicillin und Streptomycin (10.000 U 
Penicillin/ml, 10.000 µg Streptomycin/ml), 2% L-Glutamin (200 mM L-Glutamin in 
0,85% NaCl-Lösung).  
• Sonderbedingungen:  
o Medium für CFSC-2G: Standardmedium mit Zusatz von 1% non essential amino 
acids. 
o Infektions-Medium: Standardmedium mit nur 5% hitzeinaktiviertem FCS (h. i.) 
? Komplement wurde durch eine 30minütige Erhitzung auf 56°C inaktiviert.  
o HSC: frisch isolierte HSC wurden ausgesät in DMEM, 20% FCS, 1% Penicillin 
und Streptomycin, 2% L-Glutamin. Mediumwechsel mit 10% FCS-Medium nach 
24 Stunden. 
 
5.2.1.2  Zellen kultivieren  
Zellen wurden in der erforderlichen Menge und unter den angegebenen Mediumbedingungen 
ausgesät, ruhten für 24 Stunden und wurden dann einem Mediumwechsel unterzogen. Ein 
erneuter Mediumwechsel erfolgte alle 2 Tage. Die Medien-Volumina hingen von der Platten- 
bzw. Flaschengröße ab (s. nachstehende Tabelle).  
                                                 
1 HEK = human embrynonal kindney cells 
2 CFSC-2G = cirrhotic fat storing cells 2 G 
3 COS-7 sind abgeleitet von CV-1Nierenzellen der Neuweltaffenart Cercopithecus aethiops; CV-1 wurden 
transformiert mit einem defekten SV40-Mutant 
4 HSC = hepatische Sternzellen 
5 MFB = Myofibroblasten 
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5.2.1.3  Zellen splitten  
(Volumina beziehen sich auf 1 Petrischale) 
Bei einer Konfluenz von 90 bis 100% wurden die Zellen gesplittet. Dazu wurde das alte 
Medium entfernt, die Zellen zweimal mit je 10 ml HBSS (w/o Ca2+ & Mg2+, 37°C) 
gewaschen und mit 1 bis 2 ml Trypsin bzw. Accutase bei 37°C inkubiert, bis sich die Zellen 
vom Plattenboden lösten (Tab 5.2.1.3). Die Zellsuspension wurde in 50 bis 70 ml Medium 
aufgenommen und darin auf 5 bis 7 neue Platten verteilt. HSC wurden, da sie nicht 
proloferierten, immer nur 1:1 auf (eine) neue Platte(n) umgesetzt.  
 
5.2.1.4  Zellen einfrieren  
(Volumina beziehen sich auf 10 Petrischalen) 
Die Zellen wurden zweimal mit je 10 ml HBSS gewaschen und je nach Zelltyp mit 2 ml 
Accutase oder 2 ml 1x Trypsin nach kurzer Inkubation bei 37°C von der Platte gelöst. Die 
Zellen wurden mitsamt Trypsin / Accutase zentrifugiert [1.200 rpm / 7 min / 4°C]. Ab diesem 
Schritt wurde auf Eis gearbeitet. Der Überstand wurde verworfen und das Sediment mit dem 
für den Zelltyp vorgesehen Einfriermedium (Tab. 5.2.1.4) eingefroren. Aliquotiert in Nunc 
cryoTubesTM wurde die Zellsuspension bei –80°C gelagert. 
 
 24 well 12 well 6 well Petrischalen (∅ 10 cm) Kulturflaschen
normale 
Bedingungen 
1 ml 1 ml 2 ml 10 ml 25 ml 
Infektions-
bedingungen 
(außer bei Teflon) 
0,5 ml 1 ml 1 ml 5 ml 15 ml 
Zelllinie / Primärkultur 
 
HEK CFSC-2G COS-7 HSC 
Ablösen vom 
Untergrund 
Accutase Trypsin (1x) Trypsin (1x) 
Accutase oder 
Trypsin (1x) 
Zelllinie / Primärkultur 
 
HEK CFSC-2G COS-7 HSC / MFB
Einfriermedium 
6,4 ml Standardmedium, 
0,6 ml DMSO und 1 ml FCS 
9 ml FCS, 
1 ml DMSO 
9 ml FCS, 
1 ml DMSO 
- 
Tab. 5.2.1.4     Übersicht über Einfriermedien für die Zelllinien HEK, CFSC-2G und COS-7 
Tab. 5.2.1.3 Überblick über die Substanzen, mit denen die Zellen von der Platte gelöst wurden 
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5.2.1.5  Zellen auftauen 
Ein Aliquot eingefrorener Zellen wurde rasch aufgetaut, in 10 ml Standardmedium 
resuspendiert und auf einer Petrischale ausplattiert. Am nächsten Tag folgte ein 
Mediumwechsel, um das zelltoxische DMSO zu entfernen.   
 
5.2.1.6  Plating efficiency 
Im Falle von HSC gab es eine Differenz zwischen ausgesäter Zellzahl und Zahl der Zellen, 
die tatsächlich anwuchsen. Dies lag an den Umständen der Zellgewinnung: HSC wurden stets 
frisch aus einer Rattenleber isoliert, als Primärkultur ausplattiert und behandelt. Je nach 
Qualität und Zustand der Zellen wuchsen unterschiedliche, schlecht vorhersehbare Mengen 
von HSC am Plattenboden an. Aus diesem Grund wurde bei jeder Aussaat von HSC, sofern 
die aktuelle Zellzahl von Bedeutung war, nach dem ersten Mediumwechsel eine „Plating 
efficiency“ erstellt. Dafür wurde mittels Raster-Okular im Zellmikroskop (Axiovert 135M, 
Zeiss) die durchschnittliche Zellzahl aus einem dicht und einem weniger dicht bewachsenen 
Feld ermittelt. Die Berechnung erfolgte nach der Formel:  
Mittelwert der gezählten Zellzahl x Umrechnungsfaktor x 100 
ausgesäte Zellzahl 
 
Der Umrechnungsfaktor differierte je nach Plattengröße: 
Petrischale: 4038,   6 well: 641,      12 well: 244,   24 well: 122 
 
5.2.2  Stimulation der Transdifferenzierung von HSC zu MFB 
 
 
 
Der Transdifferenzierungsprozess begann im Prinzip, sobald die Zellen durch die Präparation 
aus der Rattenleber und die Aussaat auf Plastik aktiviert worden waren. Allerdings waren sie 
0. Tag 1.Tag 2.Tag 3.Tag 4.Tag 5.Tag 6.Tag 7.Tag ... 
Aussaat MW - MW   Trypsinisier. MW ... 
HSC HSC HSC HSC HSC HSC HSC / MFB MFB MFB 
   
 
 
 
  
Tab. 5.2.2     Schema der Zellbehandlung HSC zu MFB 
 
MW = Mediumwechsel ? Trysinisier. = Trypsinisierung ?  ...  = weitere Behandlung nach Bedarf  
 
______________________________________________   ARBEITSMETHODEN, ZELLKULTUR 
 
40
zu dem Zeitpunkt per definitionem noch HSC. Am siebten Tag nach Isolation wurden die 
Zellen durch Trypsinisierung und 1:1-Umsetzung auf eine neue Kulturplatte per definitionem 
zu MFB transdifferenziert (Tab. 5.2.2). 
 
5.2.3 Behandlung der Zellen auf Teflon 
3 x 106 HSC (in 2 ml 20% FCS-Medium) wurden in 
jeweils ein Teflontönnchen (Abb. 5.2.3.a) ausgesät. 
Nach 24 Stunden wurde ohne vorherigen 
Mediumwechsel ein Menge von 1 x 108 pfu Virus 
hinzugefügt, was einer Konzentration von 5 x 107 
pfu pro ml entsprach. Am nächsten Tag wurde 
oberflächlich etwas Medium abgezogen und durch 2 ml frisches, 10% FCS-Medium ersetzt. 
Die Mikroskopie war erschwert, da die Teflon-Tönnchen nicht durchsichtig waren. Es war 
jedoch zu erkennen, das Zellen in Klumpen auf dem Boden der Tönnchen lagen (Abb. 
5.2.3.b, 1). Einer der Ansätze wurde probehalber mit Diacethylfloureszein (DAF) und 
Propidiumjodid (PJ) gefärbt (Protokoll: 5.2.19). DAF konnte nur von vitalen Zellen 
verstoffwechselt werden (Grünfloureszens unter UV-Licht, Bild 2), PJ hingegen drang nur in 
nekrotische Zellen ein (rot unter grünem Licht, Bild 3). Die Färbung gab Aufschluss über die 
Vitalität der HSC auf Teflon, nicht jedoch über ihren Aktivierungszustand. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Am 4. Tag post infectionem wurden die Zellen in den Tönnchen herunter zentrifugiert [1.200 
rpm / 5 min / 20°C], vorsichtig von Medium befreit und mittels RNeasy® Kit 
weiterverarbeitet (Protokoll unter 5.2.6). 
 
5.2.4 Transfektion von Plasmid-DNA in Zellen  
Eine 6well mit HEK wurde bei einer Konfluenz von ca. 60% bis 70% transfiziert. HEKs 
sollten nach dem ersten Auftauen mindestens einmal passagiert worden sein. Mediumwechsel 
1 2 3
Abb. 5.2.3.b  Mikroskopie von unbehandelten HSC auf Teflon, gefärbt mit DAF und PJ 
 
1: sichtbares Licht    2: UV-Licht   3: grünes Licht 
Abb. 5.2.3.a  Teflon-Tönnchen 
4 cm 
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erfolgte mindestens 1 Stunde vor der Transfektion. Die Zellen wurden mit Standardmedium 
behandelt. 
Zur Transfektion wurden 100 µl DMEM (ohne Zusätze) mit 6 µl FuGENE versetzt und 10 
Minuten bei RT inkubiert. Dann wurde die Mischung DMEM / FuGENE auf 2 µg DNA 
pipettiert und 15 Minuten bei RT inkubiert. Anschließend wurde das Gemisch tropfenweise 
auf die Zellen (Standardmedium) gegeben. Ein Mediumwechsel erfolgte nach 24 Stunden. 
 
5.2.5 RNA-Isolation mittels Ultrazentrifugation 
Zellen wurden in Petrischalen (∅ 10 cm) kultiviert und am 3. Tag nach vorgesehener 
Behandlung geerntet: die Zellen wurde mit 10 ml HBSS (w/o Ca2+ & Mg2+) gewaschen und 
anschließend mit je 2 ml GIT-Puffer (ca. 0,6 ml GIT-Puffer / 107 Zellen) von den Platten 
gelöst. Das Lysat wurde zweimal durch eine gelbe Kanüle gedrückt (G20). In zwei 
Polyallomer Centrifuge Tubes (Beckman) wurden je 2 ml CsCl vorgelegt und 8 ml des 
Zelllysats vorsichtig darüber geschichtet. Es schloss ich eine Zentrifugation in der 
Ultrazentrifuge (AvantiTM J25) an (25.000 rpm / 21 h / 21°C). 
Am nächsten Tag wurde der Puffer über dem CsCl-Kissen mit einer Pasteurpipette 
abgenommen, die Tubes durch schlagartiges Umdrehen geleert und in dieser Position stehen 
gelassen, bis die am Boden haftenden RNA-Pellets leicht getrocknet waren. Dann wurden die 
Pellets jeweils in 300 µl 0,3 M NaOAc (pH 6) gelöst, in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß 
überführt und ½ bis 1 Minute gevortext. Die RNA wurde durch Zugabe von 800 µl Ethanol 
absolut (-20°C) ausgefällt. Die Mischung wurde bei –80°C für mindestens 15 Minuten 
inkubiert. Nach Zentrifugation (15.000 rpm / 15 min / 4°C) wurde das Ethanol entfernt und 
die Pellets wurden in 20 µl H2O aufgenommen (Volumen hing von RNA-Menge ab). Die 
gewonnene RNA wurde photometrisch quantifiziert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. 
 
5.2.6 RNA-Isolation mittels RNeasy® Kit 
Vorbemerkung:  das Kit wurde lediglich bei der Isolation der RNA der HSC verwendet, 
die auf Teflon kultiviert worden waren. Die Durchführung wurde im 
Vergleich zum Hersteller-Protokoll geringfügig modifiziert. 
Jedes Teflontönnchen mit Zellen und Mediumresten am Boden (nach Zentrifugation, s.o.) 
wurde mit 450 µl RTL-Puffer (RNeasy® Kit) versetzt. Die Zellen wurden in dem Puffer 
suspendiert, die Lösung in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und bis zur 
Weiterverarbeitung am nächsten Tag bei –80°C gelagert. Am nächsten Tag wurde das 
Zelllysat in den „QIA-ShredderTM“ pipettiert und zentrifugiert (15.000 rpm / 2 min / RT). Der 
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Überstand (knapp 300 µl) wurde mit 300 µl 70%igem Ethanol (RT) versetzt, das Gemisch auf 
die „RNeasy Mini Column“ gegeben und erneut zentrifugiert (10.000 rpm / 15 sek. / RT). Der 
Überstand wurde verworfen, 700 µl „Buffer RN1“ wurden auf die Säule („RNeasy Mini 
Column“) pipettiert, zentrifugiert (10.000 rpm / 15 sek. / RT) und der Überstand verworfen. 
Dann wurden 500 µl „Buffer RPE“ über die Säule geschickt (10.000 rpm / 2 min / RT), 
danach die RNA mittels  30 µl „RNase free water“ (10.000 rpm / 1 min / RT) aus der Säule 
eluiert. Um die Ausbeute zu erhöhen wurde das gewonnene Material ein zweites Mal durch 
die Säule zentrifugiert (10.000 rpm / 1 min / RT). Die in Wasser gelöste RNA wurde 
photometrisch quantifiziert. 
 
5.2.7 Photometrische Quantifizierung und Qualifizierung von RNA 
Bei λ 260 und 280 nm wurde die optischen Dichte der mit Aqua dest. 1:250 verdünnte RNA-
Lösung bestimmt. Die Ermittlung der Konzentration der RNA [µg] erfolgte nach der Formel:   
                      OD260 x 250 x 40 = µg DNA pro µl       
(250 = Verdünnungsfaktor, 40 = konstanter Wert für RNA) 
Orientierungswert für die Reinheit der RNA war der Quotient OD260/OD280 (sollte etwa 2 
sein). 
 
5.2.8 Homologe Rekombination von Adenoviren  
Je 150.000 HEK-Zellen wurden in 6well Kavitäten ausgesät (normale Kulturbedingungen) 
und wiesen zum Zeitpunkt der Rekombination eine Konfluenz von ca. 30% auf. Die HEK-
Zellen sollten nach einem Auftauvorgang mindestens einmal passagiert worden sein.  
100 µl reines DMEM ohne Zusätze wurden mit 12 µl FuGENE versetzt und 5 Minuten bei 
RT inkubiert. In einem zweiten Ansatz wurden 2 µg DNA eines Shuttleplasmids und 2 µg 
pJM17 vorgelegt. Das Verhältnis FuGENE zur Gesamtmenge DNA sollte bei der 
Rekombination etwa 3:1 betragen. Der erste Ansatz DMEM / FuGENE wurde auf den 
zweiten Ansatz (DNA) pipettiert und weitere 15 Minuten bei RT inkubiert. Anschließend 
wurde die Mischung tropfenweise in das HEK-Zell-Medium überführt. Ein Mediumwechsel 
mit 5% h.i. FCS-Medium am nächsten Tag schloss sich an. An den folgenden Tagen wurde 
lediglich ein Teil des Medium entfernt und durch neues 5% h. i. FCS-Medium ersetzt: am 
vierten Tag wurden 1 ml entnommen und 3 ml hinzugefügt, am achten Tag wurden 300 µl 
entnommen und 600 µl hinzugefügt, und am elften Tag wurden 400 µl lediglich 
hinzugegeben. Je nach Zustand der Zellen wurde dieses Behandlungsschema leicht 
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modifiziert. Die Rekombination war erfolgreich, wenn der Zellrasen auflockerte, die Zellen 
sich abrundeten, miteinander verklumpten und sich schließlich als „Zellteppiche“ vom 
Plattenboden lösten (etwa an Tag 14).  
 
5.2.9 Amplifikation rekombinierter Viren 
Die größtenteils abgelösten Zellen wurden mitsamt Medium vollständig geerntet. Die 
Zellsuspensionen wurden bei –80°C eingefroren (wahlweise in Flüssigstickstoff). Durch 
zweimaliges Wiederauftauen und anschließendes Wiedereinfrieren wurde die Membran der 
HEK-Zellen aufgebrochen und die Viren freigesetzt. Nach einem letzten (dritten) 
Auftauvorgang wurden die Zellen zentrifugiert (4.000 rpm / 5 min / RT), und der Überstand 
auf frische HEK-Kulturen gegeben (Petrischale, 60% Konfluenz, 5 ml 5%FCS h. i.-Medium). 
Meist schon zwei Tage nach diesem Schritt zeigten sich alle Zeichen einer durchinfizierten 
Kultur (Abrundung der Zellen, Verklumpung und Ablösung; im Falle von p∆E1-sp1A-CMV-
GFP eine deutliche Expression von GFP in beinahe jeder Zelle). (1.Amplifikation) 
Die Zellen wurden geerntet und zentrifugiert (1.200 rpm / 7 min / 4°C). Das Zellsediment 
wurde in 0,5 bis 1 ml frischem 5% FCS h.i.-Medium resuspendiert und das Lysat dreimal 
eingefroren und aufgetaut. Anschließend wurde zentrifugiert (4.000 rpm / 5 min / RT) und der 
Überstand auf  4 – 5 Petrischalen HEK verteilt (60% Konfluenz, 5 ml 5% FCS h. i.-Medium). 
(2. Amplifikation). Die durchinfizierten Zellen wurden erneut geerntet und entsprechenden 
aufbereitet (0,5 – 1 ml frisches Medium je Petrischale). Die gewonnene Viruslösung wurde 
auf 16 bis 20 neue Petrischalen HEK verteilt. (3. Amplifikation). Nach der dritten Ernte und 
Aufbereitung der Zellsuspension wurde ein Teil des Überstandes zurückgehalten für spätere 
Amplifikationen. Mit dem anderen Teil wurde gemäß nachstehendem Protokoll verfahren. 
 
5.2.10 Virusaufreinigung über Ultrazentrifugation 
Es wurden HEK-Zellen auf 7 bis 8 Kulturflaschen, ca. 60 % Konfluenz, mit Virenlösung der 
3. Amplifikation infiziert. Nach ausreichender Proliferation und Virusvermehrung wurden die 
Zellen geerntet und bei 1200 rpm und 4°C 7 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde 
verworfen und das Sediment in purem DMEM aufgenommen, 2 ml je eingesetzter 
Zellflasche. Es folgte dreimaliges Einfrieren und Auftauen. Nach Zentrifugation (4.000 rpm / 
10 min / 4°C) wurde der virushaltige Überstand isoliert und erneut zentrifugiert, um möglichst 
viele Zellbestandteile zu sedimentieren. Der Überstand wurde auf 8 ml mit DMEM aufgefüllt. 
Diese verdünnte Viruslösung wurde auf 4 g CsCl gegeben (0,5 mg CsCl / l) und vermengt. 
Die 8 ml Flüssigkeit wurden auf 2 Ultra-ClearTM Centrifuge Tubes (Beckman) à 4 ml verteilt, 
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das Gewicht austariert, und im Rotor Ti 60 mindestens 24 Stunden bei 40.000 rpm in der 
Ultrazentrifuge (OptimaTM L-70K) zentrifugiert. 
Am nächsten Tag wurden die Tubes entnommen. Es wurde stets auf Eis gearbeitet! Mit einer 
Braunüle (MT® Luer Loc) ließ sich die entstandene Virusbande abziehen. In einer 
anschließenden photometrischen Messung konnte die Konzentration der Virenlösung 
bestimmt werden und anschließend auf eine Konzentration von 109 bzw. 1010 pfu pro ml 
eingestellt werden. 
 
5.2.11 Virusaufreinigung über Adeno-XTM Virus, modifiziert nach E. Van de Leur 
Anders als der Hersteller bei diesem Kit vorsah, wurde die Virusaufreinigung mit Viren 
durchgeführt, die bereits mittels Ultrazentrifuge aufgereinigt worden waren. Diese und einige 
weitere Veränderungen optimierten die Virenpräparation derart, das sie optimal verträglich im 
Tier eingesetzt werden konnte.  
Das Virusmaterial aus der UZ wurde mit 100 ml DMEM (ohne Zusätze) versetzt und in das 
Bodenteil der Adeno-XTM Virus-Filtereinheit überführt. 100 ml „Dilution Buffer A“ wurden 
der Suspension hinzugefügt, um den pH-
Wert der Lösung zu stabilisieren. Das im 
Kit enthaltene Instrumentarium aus 
Schlauch, Anionenaustauscher, 
Schlauchadapter und Spritze wurde 
ineinander gesteckt (Abb. 5.2.11). Der 
Anionenaustauscher wurde mit 5 ml PBS 
vorbenetzt. Mittels Spritze wurde mit 
einer Soggeschwindigkeit unter 20 ml 
pro Minute die gesamte Flüssigkeit aus dem Bodenteil durch den Anionenaustauscher 
herausgesaugt und verworfen. Mit „Wash Buffer B“ wurde nachgespült. Dann wurde das 
Schlauchsystem auseinandergenommen und bis auf den Anionenaustauscher verworfen. In 
umgekehrter Richtung wurden 2,5 ml „Elution Buffer C“ durch den Anionenaustauscher 
geschickt. Die Lösung wurde in einem Nunc cryoTubeTM, 4,5 ml aufgefangen. Die 
Viruslösung wurde gevortext, in ein zuschraubbares Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und 
zentrifugiert (12.000 rpm / 30 min / 4°C) . Der „Elution Buffer“ wurde bis auf eine geringe 
Menge (ca. 20 µl) entfernt, und das Pellet mit 1 ml „Formulation Buffer D“ versetzt. Auf Eis 
löste sich das Pellet in 1 bis 1 ½ Stunde. Die gewonnene Viruslösung wurde photometrisch 
quantifiziert (allerdings in einer 1:25 Verdünnung) und kam im Tierexperiment zum Einsatz. 
Abb. 5.2.11  Aufbau des Instrumentariums 
 
Quelle: Protokoll Virakit® 
Schemazeichnung 
Bodenteil 
Anionenaustauscher
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5.2.12 Photometrische Quantifizierung von Viruslösungen 
Es wurden 5 µl konzentrierte Viruslösung aus der UZ-Aufreinigung mit 495 µl Aqua dest. 
verdünnt und bei λ 260 nm die optische Dichte mehrfach bestimmt. Aus den gemessenen 
Werten wurde der Mittelwert bestimmt. Da das Medium, in dem sich die Viren befanden, 
einen Teil der Extinktion bewirkte, wurde dieselbe Verdünnung aus Wasser und DMEM 
gemessen und dieser Wert von den Viruswerten abgezogen. Der resultierende Wert wurde mit 
dem Verdünnungsfaktor und dem Virusfaktor 1010 multipliziert.  
Beispiel:  die OD260 Bestimmung bei Ad-TIMP-tk ergab 0,4292 ,  
der Kontrollwert Wasser / DMEM ergab 0,0054 
0,4292 – 0,0054 = 0,4238 
0,4238 x 100 x 1010 = 42,38 x 1010 pfu / ml 
  [OD260 (Virus) – OD260 (Wasser/Medium) ] x 100 x 1010 = Virusmenge in pfu pro ml  
 
5.2.13 Messung von Caspase 3 in apoptotischen Zellkulturen 
Für die Bestimmung der Caspase 3 wurde das „ApoAlert® Caspase Flourescent assay Kit“ der 
Firma Clontech gemäß der Herstelleranleitung verwendet. Untersucht wurden Lysate von 
HSC, deren Vorbehandlung auf 24 wells erfolgte. In Form von Vierfach-Ansätzen wurden 
folgende Zellbehandlungen durchgeführt (Abb. 5.2.13).  
 
5.2.14 DNA-Bestimmung  
Um eine Beziehung zwischen Caspase-Aktivität und Zellzahl der untersuchten Lysate 
herstellen zu können, wurde eine Bestimmung der DNA-Menge in den Zelllysaten 
durchgeführt. Hierfür wurden zeitgleich und identisch zur Caspasebestimmung vorbehandelte 
Zellen (Abb. 5.2.13) verwendet. Die Kavitäten der 24-well wurden jeweils mit je 1 ml PBS 
Dulbecco zweimal gewaschen und gründlich abgesaugt. Es folgte entweder eine Lagerung bei 
–80°C (max. zwei Wochen) oder die direkte Weiterverarbeitung. Die Zellen wurden mit je 50 
µl 1x Trypsin und 250 µl Assaypuffer je Kavität versetzt. Es schloss sich eine Inkubation bei 
Abb. 5.2.13   24 well, Schema de HSC-Behandlung 
 
1: keine Behandlung 
2: Inkubation in 100 µM GCV-Medium ohne Virus 
3: Infektion mit 5x106 pfu Ad-TIMP-tk ohne GCV 
4: Infektion mit 5x106 pfu Ad-TIMP-tk; Inkubation in und   
   100 µM GCV-Medium 
5: HSC, die mit Caspase3 Inhibitor versetzt wurden und als  
   Kontrolle dienten. 
1       2       3       4       5     
1       2       3       4       5     
1       2       3       4       5     
1       2       3       4       5     
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37°C von ca. 15 Minuten an, bis die Zellen sich gut von der Platte 
lösen ließen. Jeweils 100 µl der einzelnen Zellsuspension wurden 
in jeweils eine Kavität einer 96-black-well Platte überführt. Mit 
Assaypuffer wurde jede befüllte Kavität zu 200 µl ergänzt, d.h. es 
wurden je  100 µl Assaypuffer in die Kavitäten hinzu pipettiert. In 
derselben 96-black-well Platte wurde eine DNA-Standard-
Verdünnungsreihe (mit DNA vom Kalbsthymus, Arbeitsmaterial 
Abschnitt 4.3) nach dem Pipetierschema aus Tabelle 5.2.14 
zweifach angesetzt. Kurz vor der Messung wurden unter 
Lichtausschluss in jede Kavität (Standard und Proben) 10 µl 
SYBR® Green pipettiert. Mit dem multilabel counter VictorTM 
(Wallac) wurde die Messung durchgeführt und mit der Software MultiCalc ausgewertet.  
 
5.2.15 Dünnschichtchromatographie 
Protokoll variiert nach Votruba et al. (41). 
Es wurden Zellen gemäß der Tabelle 5.2.14 in Petrischalen (∅ 10 cm) vorbehandelt (vgl. 
„Ergebnisse, 6.2.16“). CFSC-2G wiesen zum Zeitpunkt der Behandlung 75 % Konfluenz auf, 
COS-7-Zellen 85%. 
 
Alle Zellen bis auf Ansatz A und G wurden 24 Stunden nach Infektion / Transfektion (Ansatz 
F & L ohne Vorbehandlung) mit 3H-Aciclovir-Medium (130 nmol / ml, 5 % h. i. FCS) 
inkubiert. 48 Stunden später wurde bei allen Ansätzen das Medium, teils mit bereits 
Ansatz Bedingungen Ansatz Bedingungen 
 CFSC-2G  COS-7 
A unbehandelt; später versetzt mit 
3H-
ACV G 
unbehandelt; später versetzt mit 3H-
ACV 
B transfiziert mit 16 µg pORF-HSV1-tk H 
transfiziert mit 16 µg pORF-HSV1-
tk 
C transfiziert mit 16 µg p∆E1-spA1-TIMP-tk-pA I 
transfiziert mit 16 µg p∆E1-spA1-
TIMP-tk-pA 
D infiziert mit 1x 10
8 pfu /ml Ad-
TIMP-tk J 
infiziert mit 1x 108 pfu /ml Ad-
TIMP-tk 
E infiziert mit 1x 10
8 pfu /ml eines 
Kontrollvirus K 
infiziert mit 1x 108 pfu /ml eines 
Kontrollvirus 
F CFSC-2G inkubiert mit 3H-ACV L CFSC-2G inkubiert mit 3H-ACV 
 1 2 
A 0  + 200 0  + 200 
B 2,5 + 197,5 2,5 + 197,5 
C 5  + 195 5  + 195 
D 10 + 190 10 + 190 
E 20 + 180 20 + 180 
F 40 + 160 40 + 160 
G 80 + 120 80 + 120 
H 160 + 40 160 + 40 
I 200 + 0 200 + 0 
Tab. 5.2.14     
Pipetierschema der DNA-
Verdünnungsreihe 
 
farbliche Kennzeichnung:  
dunkel = DNA-Standard 
(2,5 µg / ml) 
hell = Assaypuffer 
Tab 5.2.15    Behandlungsschema der CFSC-2G und COS-7 für die TLC 
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abgelösten Zellen, gewonnen. Die am Plattenboden haftenden Zellen wurden dreimal mit je 5 
ml eiskaltem PBS (w/o Ca2+ & Mg2+) gewaschen, mit je 800 µl 1x Trypsin für 8 Minuten 
inkubiert und dann geerntet. Die abgeernteten Petrischalen wurde jeweils mit 5 ml HBSS (w/o 
Ca2+ & Mg2+) nachgespült, um auch noch zurückgebliebene Zellen zu gewinnen. Die HBSS-
Lösungen, die Trypsin-Zellsuspensionen und die anfangs abgezogenen Medien wurden nun 
jeweils zusammengeführt, und die Suspensionen bei geringer Umdrehungszahl (800x g) für 
10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Die Zellsedimente wurden in 30 ml 4°C kaltem HBSS 
resuspendiert und erneut zentrifugiert (800x g / 10 min / 4°C). Dasselbe wiederholte sich mit  
15 ml HBSS. Dann wurde die Zellzahl bestimmt, wonach die Zellsuspensionen ein letztes 
Mal zentrifugiert wurden (800x g / 10 min / 4°C). Die Zellsedimente wurden durch Zugabe 
von jeweils 2 bis 3 ml Flüssigstickstoff schockgefroren. Danach wurden sie in je 2 ml 5%ige, 
eiskalte Trichloressigsäure aufgenommen, gevortext und für 30 Minuten auf Eis gelagert 
(Fällung). 3H-Aciclovir und ggf. in den Zellen entstandene Metabolite blieben dabei in 
Lösung. Die Suspensionen wurden zentrifugiert (3.300x g / 12 min / 4°C) und der Überstand 
abgenommen. Den Ansätzen A und G wurden an dieser Stelle 12 µl 3H-Aciclovir einer 1/100 
verdünnten Stocklösung zugesetzt, um einen internen Standard zu schaffen. Denn um das 
Laufverhalten von 3H-Aciclovir in der TLC beurteilen zu können, genügte es nicht, reines 3H-
Aciclovir auf die PET-Membran aufzutragen, sondern das Molekül musste sich in einer 
Zellmatrix befinden, wie dies auch bei den untersuchten Zellansätzen der Fall war.  
Hiernach wurden wieder alle Ansätze A bis L gleichbehandelt. Der Überstand aller Ansätze 
wurde jeweils in Safe lock Eppendorf-Raktionsgefäße überführt und noch einmal zentrifugiert 
(12.900x g / 6 min / 4°C). Sodann wurden jeweils genau 2 ml des neuen Überstandes mit 2 ml 
einer 0,5 molaren tri-n-Octylamin-Lösung in Freon (4°C) zweimal 30 Sekunden kräftig 
gevortext, damit die Trichloressigsäure aus der wässrigen Phase extrahiert werden konnte. 
Nach einer anschließenden Zentrifugation (6000 rpm / 12 min / 4°C) wurde jeweils die obere, 
wässrige Phase, in welcher sich 3H-Aciclovir und seine Metabolite befanden, vorsichtig 
abgenommen. Um keine Verunreinigung zu riskieren, wurden nur jeweils 1600 µl der oberen 
Phase abgezogen, was 80% der Ausbeute von den Petrischalen entsprach. In Nunc 
cryoTubesTM Vials 4,5 ml wurde die Lösung mittels SpeedVac Concentrator über 16 Stunden 
eingeengt. Die Rückstände wurden in je 10 µl H2O aufgenommen. Von diesem Material 
wurden jeweils 8 µl (entsprach etwa 64% der Ausbeute einer Petrischale) auf eine 20 x 20 cm 
große PET-Cellulose-Membran (Polygram®CEL 300) aufgetragen. Im Falle der Ansätze A 
und G betrugen 8 µl eine definierte Aktivität von 170.000 [dpm] (= desintegrations per 
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minute). Es schloss sich eine chromatographische Auftrennung des Materials in einer 
flüssigen Phase aus LiCl (4 M) : Essigsäure (1 M) im Verhältnis 1:4 über zwei Stunden an.  
Nachdem die PET-Membran getrocknet war, wurde sie in 2 x 1 cm große Stücke geschnitten 
und auf ihre Radioaktivität hin untersucht. Die Radioaktivität in [dpm] wurde mittels 
Quenchkurven erfasst. Für die Ansätze A und G waren 170.000 [dpm] in den Matrizes 
aufgetragen worden. Die Wiederfindung (recovery) lag hier bei 109% für COS-7 und 95% bei 
CFSC-2G. Sie war damit exzellent! Die erzielten Messdaten (in [dpm] bzw. [bq]) konnten 
über die spezifische Aktivität des 3H-ACV (11,5 [Ci / mmol]) umgerechnet werden in fmol. 
Die Endergebnisse wurden auf die reale Zellzahl pro Petrischale bezogen. 
 
5.2.16  Herstellung von Proteinlysaten aus Zellkulturen für Westernblot 
Die Angaben beziehen sich auf eine 6well-Kavität mit dichtem Zellrasen bzw. eine 
Kulturplatte mit 107 Zellen. Zunächst wurden die Zellen mit HBSS (w/o Ca2+ & Mg 2+) 
zweimal gewaschen und mit 400 µl 1x SDS-gel-loading-Buffer versetzt. Durch den Puffer 
lösten sich die Zellen von ihrem Untergrund und konnten in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß 
überführt werden. Nun wurden die Proben 10 Minuten bei 95°C inkubiert. Die Lysate wurden 
fünf mal durch eine braune Kanüle gezogen (26 G), um die chromosomale DNA zu scheren. 
Es schloss sich eine zehnminütige Zentrifugation bei 14.000 rpm und RT an. Der Überstand 
wurde aliquotiert bei –20°C gelagert. 
 
5.2.17 Proteinbestimmung 
Es wurden 799 µl steriles Wasser mit 1 µl Proteinlysat vermischt, 200 µl Bio-Rad Protein 
Assay hinzugefügt und 10 Minuten bei RT inkubiert. Anschließend wurde eine photometrisch 
Quantifizierung bei λ 595 nm durchgeführt. Der Nullabgleich erfolgte gegen 800 µl steriles 
Wasser versetzt mit 200 µl Bio-Rad Protein Assay. Mittels einer Eichkurve wurden die 
Proteinkonzentrationen bestimmt. 
Eichkurve für die Proteinbestimmung: 
Es wurde mit BSA eine Proteinlösung definierter Konzentration von 1 µg BSA pro µl H20 
hergestellt. Dann wurde eine Protein-Standardreihe erstellt gemäß Tabelle 5.2.17.a. 
 1 2 3 4 5 6 7 
H2O 800 µl 798 µl 796 µl 794 µl 792 µl 790 µl 788 µl 
BSA-Standard 0 µl 2 µl 4 µl 6 µl 8 µl 10 µl 12 µl 
Proteinmenge 0 µg 2 µg 4 µg 6 µg 8 µg 10 µg 12 µg 
 
Tab. 5.2.17.a  Pipetierschema der Protein-Standardreihe 
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Proteinstandardreihe
0 2 4 6 8 10 12
µg BSA
O
D
 5
95
Abb. 5.2.17.a  Beispiel für eine Proteinstandardreihe 
Zu jedem Ansatz wurde die angegebene 
Menge Bioradassay hinzu pipettiert. Die 
Ansätze wurden bei λ 595 nm gemessen 
und die Werte graphisch aufgetragen 
(Abb. 5.2.17.a). Messwerte von Proben 
unbekannter Proteinmenge konnten so 
mit Hilfe des Graphen definierten 
Konzentrationen zugeordnet werden. 
 
5.2.18 Westernblot 
Je nach Erfordernis wurde ein 10%iges oder ein 12%iges Tris-Glycin Gel (Anamed) 
verwendet. Die verwendeten Proteinlysate wurden aufgekocht (3 – 5 min; 95°C), um ihre 
Viskosität herabzusetzen. Der Marker wurde nicht aufgekocht. Als Puffer wurde 1 x 
Proteinlaufpuffer verwendet. Marker und Probenmaterial wurden aufgetragen und bei 25 bis 
30 mA 1 bis 1 ½ Stunden aufgetrennt. Hiernach wurde das Gel auf eine Größe von 6,5 x 8 cm 
verkleinert (Taschen und Ränder wurden entfernt) und 5 Minuten in Transferpuffer inkubiert. 
Eine Nitrocellulose Membran (Hybond-N Nylon, 0,45 Micron), 6,5 x 8 cm, wurde in 
Transferpuffer bis zu 30 Minuten inkubiert, sechs Whatman-Papiere derselben Größe wurden 
nur kurz in Transferpuffer gelegt. Dann begann die Blot-Schichtung. Es wurde eine Apparatur 
(Biometra® Fast Blot B33) verwendet, bei welcher die Basis den Minuspol darstellte und der 
Deckel den Pluspol. Die Proteine wanderten also im elektrischen Feld von unten nach oben. 
Es war darauf zu achten, dass keine Luftblasen zwischen den einzelnen Schichten verblieben. 
Die Schichtungsreihenfolge war: 3 Whatman-Papiere, das Tris-Glycin-Protein-Gel, die 
Nitrocellulose-Membran und 3 weitere Whatman-Papiere. Es wurde 2 Stunden bei 41 – 42 
mA (ca. 5 V) geblottet. Die Ampere-Zahl richtete sich nach der Fläche der Schichtung: bei 
6,5 x 8 = 52 cm2 und 0,8 mA pro cm2 entsprach das 41,6 mA. Die geblottete Membran wurde 
mit Ponceau S eingefärbt, um den Erfolg der Proteinauftrennung zu überprüfen und grob die 
aufgetragenen Proteinmengen zu vergleichen. Anschließend wurde die Membran mit 
elektrolytarmen Wasser ca. ½ Stunde entfärbt. Die Membran wurde über Nacht in Blotting 
Puffer bei 4°C inkubiert. 
Am nächsten Tag wurde die Primärantikörper-Lösung angesetzt: 10 ml Blottingpuffer und   
20 µl Primärantikörper (ergab 1:500 Verdünnung, wenn andere Verdünnungen gewünscht 
waren entsprechend mehr oder weniger Antikörper). Die Membran wurde darin 2 – 2 ½ 
Stunden unter Schütteln bei RT inkubiert. Hiernach wurde die Membran drei mal à 10 
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Minuten mit 1x Waschpuffer gewaschen und mit der Sekundärantikörper-Lösung versetzt:     
5 ml Blotting-Puffer, 10 ml 1x TBS und z. B. 12 µl Sekundärantikörper (Verdünnung hier 
1:1250 ). Es schloss sich eine Inkubation von 1 ½ Stunden unter sanftem Schütteln bei RT an. 
Erneut wurde die Membran 3 mal à 10 Minuten mit 1x Waschpuffer gewaschen, danach 
konnte das Sekundär-Antikörpersignal mittels Lumi ImagerTM gemessen werden: Die 
Membran wurde dafür mit 1000 µl Entwicklungslösung gründlich benetzt. Die 1000 µl 
setzten sich zusammen aus 500 µl Luminol / Enhancer Solution und 500 µl Perioxide Buffer 
aus dem Kit "Super Signal® West Dura Stable“. 
 
5.2.19  Färbung mit Diacethylfloureszein und Propidiumjodid 
Die entsprechend in einer 6well vorbehandelten Zellen wurden am Tag der Färbung mit 
HBSS gewaschen und mit 1 ml Färbelösung versetzt. Die Färbelösung setzte sich zusammen 
aus 1 µl Diacethylfloureszein-Lösung (2 mg/ml), 50 µl Propidiumjodid-Lösung (10 mg/ml) 
und 1949 µl DMEM (ca. 37°C). Die Färbelösung konnte etwa 1 Minute einwirken (RT), 
danach wurde sie abgezogen und die Zellen zweimal mit 1 ml HBSS gewaschen. Mit einem 
Rest HBSS auf den Zellen wurden diese fotografiert (Axiovert 135M, Zeiss). Als 
Positivkontrolle für PJ wurden unbehandelte Zellen mit 0,1%iger Tritonlösung nach HBSS-
Waschung 2 Minuten auf Eis inkubiert und dadurch nekrotisiert. Nach Entfernung des Tritons 
und erneuter, mehrmaliger Waschung mit HBSS wurden die Zellen demselben 
Färbeverfahren unterzogen wie oben beschrieben und fotografiert.  
 
5.2.20  Färbung mit Annexin und Propidiumjodid 
Zur verbesserten mikroskopischen Auswertung wurden besonders präparierte (s.u.) 
Glasplättchen in die Kavitäten einer 6well vorgelegt, auf denen die HSC ausgesät wurden. Die 
Glasplättchen mit den anhaftenden Zellen konnten im Anschluss an die Färbung aus der well 
entnommen werden und auf einem Objektträger unter dem Mikroskop DM LB (Leica) 
betrachtet und fotografiert werden. Die Glasplättchen (Deckgläser, 21 x 26 mm; Roth®) 
wurden in einem Gemisch aus 25 ml H2O und 75 ml 32%ige HCl über Nacht bei 37°C 
schüttelnd inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Plättchen mit großen Volumina 
elektrolytfreiem Wasser gespült und in 70% Ethanol bis zur Verwendung eingelegt. Die 
Aufbewahrung erfolgte bei 4°C. 48 bis 24 Stunden vor der Zellaussaat wurden die Plättchen 
unter Zellkulturbedingungen aus dem Alkohohl entnommen, zweimal in sterilem Wasser 
gespült, mit einer sterilen Pinzette in der Gasbrenner-Flamme vollends entkeimt und auf die 
Böden der 6well Platten gelegt. In jede Kavität wurden 2 ml Standardmedium mit 20% FCS 
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vorgelegt. Die 6well Platten wurden bei 37°C bis zur Zellaussaat inkubiert. Die ausplattierten 
HSC wurden entsprechend den Versuchanordnungen behandelt. Am Tag der Färbung wurde   
1 ml Medium aus jeder Kavität abgezogen. Es verblieben jeweils noch 1 ml Medium 
(Standard, 10% FCS), und zu diesem wurden 20 µl Annexin und 20 µl PJ (beide aus dem 
Annexin V FLUOS Staining Kit) hinzu pipettiert. Die Zellen wurden 10 bis 15 Minuten bei 
37°C inkubiert, dann vom Medium befreit und mit „Binding Puffer“ gründlich gewaschen. 
Die Plättchen wurden aus den Kavitäten entfernt, umgekehrt auf einen mit „Binding Puffer“ 
benetzten Objektträger gelegt, unter dem Mikroskop (DM LB, Leica) betrachtet und 
fotografiert. 
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5.3 Arbeitsmethoden Tierexperimente  
 
Es kamen insgesamt 30 weiße Sprague-Dawley Ratten zum Einsatz. Ihr Ausgangsgewicht 
betrug ca. 190 g.  
 
5.3.1 Tierlieferant 
Die Tiere wurden bezogen vom Tierlieferanten Harlan Winkelmann, Gartenstraße 27; D-
33178 Borchen; firma@harlan-winkelmann.de 
 
5.3.2 Haltung der Tiere 
Unter folgenden Bedingungen wurden die Tiere gehalten: 
• Raumtemperatur: 21 – 23°C 
• Luftfeuchtigkeit: ca. 40% 
• Licht: 6 – 18 Uhr Helligkeit, 18 – 6 Uhr Dunkelheit 
• Einstreu: Holzgranulat ¾ 
• Wasser: mit Ozon angereichert 
• Futter: Ratte / Maus Zuchtfutter der Firma Altromin, 10 mm, vierkant, pelletiert; 
Artikelnummer 1314 
• Käfige: Makrolon Typ 3 
 
5.3.3 Blutentnahme, Blutanalysen und Blutaustriche 
(Vgl. 42, 43, 44) 
Zunächst wurden die Schwanzvenen der Ratte durch Wärmebehandlung (Rotlicht) dilatiert. 
Die Ratte wurde mit dem Inhalationsnarkotikum Isofluran sediert und gewogen. Mit einer 
grünen Kanüle (21G) wurde eine der beiden lateralen Schwanzvenen distal punktiert und ca. 
900 µl Blut entnommen. Das Blut wurde rasch in Microvetten® (Monovetten für 
Neugeborene) überführt (200 µl EDTA, Rest: Serum). Das Blut wurde im Zentrallabor von 
Fachpersonal analysiert, mit einem Teil des EDTA-Blutes wurden Blutausstriche angefertigt. 
Für die EDTA-Analyse wurde das Gerät CD 3500 der Firma Abbott verwendet, das alle 
Proben in dem dafür kalibriertem Tiermodus für Ratten gemessen hat. Für die Analyse der 
Serumparameter (außer Bilirubin direkt) kam das Gerät BM Hitachi 747 der Firma 
Boehringer zum Einsatz, für den Parameter Bilirubin direkt war es das Gerät BM Hitachi 917 
von derselben Firma.  
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5.3.4 Virusapplikation 
Ebenso wie die Blutentnahme erfolgte die Virusapplikation bzw. die Applikation von 
0,9%iger NaCl-Lösung unter Isoflurannarkose. Mit einer braunen Kanüle (26G) wurde das 
Virusmaterial distal in eine der beide lateralen, oberflächlichen Schwanzvenen appliziert.  
 
5.3.5 Ganciclovirapplikation  
Die GCV-Applikation erfolgte gelöst in Aqua dest. und einem Volumen von 0,1 ml i. d. R. 
ohne Sedierung. Ausnahmen stellten die wöchentlichen Blutabnahmen dar, in deren Rahmen 
die Ratten ohnehin sediert waren. Die (wache) Ratte wurde von einer Person fixiert, die einen 
Schutzhandschuh trug, während die zweite Person die i.p. Applikation durchführte. Eine 
Aspirationskontrolle zeigte, ob die Nadel sich tatsächlich im Peritonealspalt befand.  
 
5.3.6 Gallengangsligatur 
Die Gallengangsligatur war in der AG Weiskirchen ein etabliertes Fibrosemodell 
(„Vorarbeiten“, Abschnitt 3.1). Die Tiere wurden mit ca. 100 mg / kg KG Ketamin 10% 
und 100 µl / kg KG Xylazin 2% in Narkose und Analgesie versetzt. Der Bauch der Tiere 
wurde rasiert (Abb. 5.3.6, A) und das Operationsgebiet steril abgedeckt. Dann wurde ein 
Bauchschnitt in der Medianlinie vorgenommen, der den Bauchraum ausreichend eröffnete 
(Abb. 5.3.6, B). 
Die Wundränder wurden seitlich mit sterilen Pinzetten fixiert. Danach wurden die 
Leberlappen so positioniert, dass freier Zugang zum Ductus hepaticus communis bestand 
(Abb. 5.3.6, C). Der Gallengang wurde freipräpariert, mit einem Faden umschlungen und 
durch einen festen Knoten verschlossen (Abb. 5.3.6, D). 
B A 
Abb. 5.3.6  Gallengangsligatur 
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Ein zweiter Knoten wurde etwa einen Zentimeter unterhalb des ersten angebracht, so dass der 
Ductus kurz nach seinem Austritt aus der Leber und kurz vor seinem Eintritt in das 
Duodenum ligiert war (Abb. 5.3.6, E). Die Leber wurde repositioniert und die Bauchdecke 
per Naht sorgfältig verschlossen (Abb. 5.3.6, F). 
 
Nach der Operation mussten die Tiere separat untergebracht werden.  
 
5.3.7 Töten der Tiere 
Wie bei den Blutentnahmen wurde das Tier vor der Behandlung mit Isofluran sediert. Der 
Ratte wurden per Medianschnitt Bauch- und Thoraxhöhle eröffnet. Durch Punktion der V. 
cava superior ließ sich eine ausreichende Menge Blut gewinnen. Sobald das Blut entnommen 
worden war, wurde die V. cava superior durchtrennt, um die Ratte schnellstmöglich ausbluten 
zu lassen. Leber und rechte Niere wurden herausgeschnitten. Die Leber wurde in 0,9%iger 
NaCl Lösung gewaschen, dann wurde ein schmaler Leberstreifen aus der Lebermitte (ca.       
2 mm breit) in 4%ige Formalinlösung zwecks späterer Paraffineinbettung überführt. Der Rest 
der Leber wurde sorgfältig zerkleinert und mit flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Niere 
wurde ebenfalls gewaschen. Per Sagittalschnitt wurde zentral eine ca. 2 mm dünne Scheibe 
D C 
F E 
Abb. 5.3.6  Gallengangsligatur  
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herausgeschnitten, die Rinden-, Mark- und Nierenbeckenanteile enthielt. Sie wurde in 
Formalin eingelegt und der Rest der Niere zerkleinert und schockgefroren. Die 
Gewebebröckchen wurden bei –80° C ohne Unterbrechung der Kühlkette gelagert. Die in 
Formalin liegenden Gewebeteile wurden nach dem Protokoll unter 5.3.9 bis 5.3.11 in 
Paraffin eingebettet, geschnitten und gefärbt (HE oder Sirius-Red).  
 
5.3.8 Herstellung von Proteinlysaten aus Rattengewebe für Westernblot 
Das Gewebe (hier Leber und Niere) wurde ohne Unterbrechung der Kühlkette bis zur 
Verwendung bereitgestellt; es wurde stets auf Eis gearbeitet. 200 µg Gewebe wurde mit 600 
µl RIPA-Puffer versetzt und gründlich püriert (Ultra Turrax® T25 basic, IKA). Der Püree 
wurde für 2 Minuten mit Ultraschall (Eisbad) behandelt und anschließend 30 Minuten auf Eis 
inkubiert. Es schloss sich eine Zentrifugation (10.000 rpm / 10 min / 4°C) an. Der Überstand 
wurde nochmals zentrifugiert und in Aliquots bei –20°C gelagert. 
 
5.3.9 Herstellung von Paraffinschnitten 
Das in 3,5%iger Formalinlösung konservierte Rattengewebe wurde in einer aufsteigenden 
Alkoholreihe entwässert (70%, 80% und 90% EtOH für jeweils zwei Stunden, schließlich in 
EtOH abs. über Nacht). Am nächsten Tag kam das Gewebe für zwei Stunden in EtOH abs. 
(frisch) und wurde dann zweimal je nach Größe für 20 – 45 Minuten in Xylol eingelegt, bis 
das Gewebe durchscheinend wurde. Es wurde in beschriftete Einbettkassetten eingeschlossen, 
und diese für zwei Stunden in 60°C heißes Paraffin gelegt. Anschließend wurden die 
Einbettkassetten für weitere zwei Stunden in frisches Paraffin (60°C) überführt, und 
schließlich in einem dritten Paraffinbad (60°C) über Nacht gelagert. Am dritten Tag wurden 
die paraffingetränkten Gewebestücke eingeblockt. Mit einem Rotationsmikrotom (RM 2145, 
Leica) wurden Gewebeschnitte von 1,5 µm Schichtdicke angefertigt. 
 
5.3.10 Hämalaun-Eosin-Färbung 
Die Schnitte wurden über 40 Minuten bei 60°C (Heraeus BT 5042 E) entparaffinisiert. Es 
folgte eine Lagerung von 15 Minuten in Xylol, an die sich eine absteigende Alkoholreihe  
(EtOH abs., 96%, 70%) anschloss. Schließlich wurden die Schnitte 5 bis 6 mal kurz in 
Leitungswasser (mehrmals frisches Wasser) getaucht. Es folgte ein zweiminütiger Aufenthalt 
in MAYERS Hämalaunlösung (unverdünnt), wonach die Schnitte gründlich mit 
Leitungswasser gespült wurden. 5 Minuten wurde unter fließendem Leitungswasser gebläut. 
Dann wurden die Schnitte für 10 Sekunden in Eosin gefärbt, anschließend 5 bis 6 mal kurz in 
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Aqua dest. getaucht, zügig durch eine aufsteigende Alkoholreihe gezogen und in Xylol 
eingestellt. Schließlich wurden die Schnitte mit DPX Mountant for histology eingedeckt. 
 
5.3.11 Sirius Red-Färbung 
Die Schnitte wurden über 40 Minuten bei 60°C (Heraeus BT 5042 E) entparaffinisiert. Dann 
erfolgte eine Lagerung von 10 Minuten in Xylol, an die sich eine absteigende Alkoholreihe 
(EtOH abs., 96%, 70%) anschloss. Schließlich wurden die Schnitte unter fließendem Wasser 
gewässert. Es folgte ein einstündiger Aufenthalt in Sirius Red-Färbelösung, wonach die 
Schnitte für 2 Minuten in 0,01 M HCl differenziert wurden. Danach wurden die Schnitte kurz 
in Wasser gespült, zügig durch eine aufsteigende Alkoholreihe gezogen und in Xylol 
eingestellt. Schließlich wurden sie mit DPX Mountant for histology eingedeckt. 
 
5.3.12 Färbung nach Pappenheim (May-Grünwald, Giemsa) 
Die Blutausstriche trockneten 10 bis 30 Minuten an der Luft, danach wurden sie durch 
zehnminütigen Aufenthalt in 100% Methanol fixiert. Mit May-Grünwald wurden sie für 5 
Minuten, danach mit Giemsa für 20 Minuten angefärbt. Schließlich wurden die Ausstriche 
zweimal mit dest. H2O gespült. 
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6  Ergebnisse 
6.1 Ergebnisse Molekularbiologie 
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hTIMP-1-tk 
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TIMP tk 
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NcoI
(1420)
PstI 
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HindIII und EcoRI HindIII und EcoRI- Fragment 
Abb. 6.1  Schema zur Erstellung des Vektors p∆E1sp1A-TIMP-tk 
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6.1.1 Aufbereitung der Ausgangsvektoren 
Die nötigen genetischen Sequenzen, welche die Grundlage für die Arbeit mit dem 
Thymidinkinase-Ganciclovir-System darstellen, stammten aus drei Vektoren: 
Die Gensequenz der Thymidinkinase wurde aus dem Vektor pORF-HSV1-tk1 (Fa. Tebu, 
Frankfurt a. M.) (Abb. 6.1, oben links) gewonnen. Innerhalb dieses Vektors befand sich die 
Thymidinkinase unter der Kontrolle des konstitutiv aktiven HTLV-Promotors2. Dieser 
Promotor war im Hinblick auf die Erstellung eines Kontrollvektors interessant. Als Quelle für 
den transdifferenzierungsabhängigen Promotor hTIMP-13 diente der Vektor pUCBM20-
hTIMP-1 (36) (Abb. 6.1, oben rechts). Der dritte Vektor, p∆E1spA1-CMV-GFP, (39) (Abb. 
6.1, Mitte links) bot nach Elimination des Inserts CMV-GFP das Grundgerüst für die 
Shuttlevektorsynthese. Alle drei Vektoren wurden im präparativen Maßstab aufgereinigt und 
entsprechend weiterverarbeitet. 
 
6.1.2. Klonierung des Vektors pUC-BM20-hTIMP-tk 
Zunächst wurde das Gen der Thymidinkinase aus pORF-HSV1-tk mit den 
Restriktionsenzymen NcoI und NheI exzisiert. Dann wurde die geschnittene Probe mit 
Klenow aufgefüllt und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Parallel dazu wurde der Vektor pUC-
BM20-hTIMP-1 mittels HindII an einer einzigen Stelle entzweigeschnitten, so dass ein 
linearer Vektor entstand. Die DNA wurde dephosphoryliert und ebenfalls im Gel aufgetrennt. 
Das NcoI / NheI-Fragment und der linearisierte pUC-BM20-hTIMP-Vektor wurden aus dem 
Gel eluiert und ligiert. Dieser neue Vektor, pUC-BM20-hTIMP-tk (Abb. 6.1, Mitte rechts), 
wurde über eine Minipräparation aufgereinigt und mit PstI verdaut. Hierdurch wurde die 
Orientierung des NcoI / NheI-Fragments im Vektor überprüft, da das Fragment theoretisch in 
zwei Orientierungen hätte eingebaut werden können. Der korrekte Vektor wurde über 
Großpräparation aufgereinigt.  
 
6.1.3 Klonierung des Vektors p∆E1-TIMP-tk-pA 
Die Genkassette TIMP-tk sollte zwecks späterer Rekombination von Adenoviren in den 
Shuttlevektor p∆E1sp1A-CMV-GFP-pA einkloniert werden. Hierfür wurde dessen CMV-
GFP-Kassette mit HindIII und EcoRI exzisiert. Die poly-A-Sequenz im Shuttlevektor blieb 
dabei erhalten. Der lineare Vektor wurde dephosphoryliert. TIMP-tk wurde aus pUC-BM20-
hTIMP-tk ebenfalls mit EcoRI und HindIII ausgeschnitten. Dabei lag die EcoRI-Schnittstelle 
                                                 
1 pORF = plasmid open reading frame; HSV1 = Herpes-Simplex-Virus Typ 1; tk = Thymidininase  
2 HTLV = humanes T-Zell-Leukämie-Virus 
3 TIMP-1 = tissue inhibitor of metalloproteinases-1 
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mit der Position 287 zwar innerhalb des Thymidinkinase-Gens, es handelte sich jedoch 
lediglich um 6 Nukleotide, um welche die Thymidinkinase gekürzt wurde. Das Stopp-Codon 
tga war davon nicht betroffen. Durch Ligation von Shuttlevektor und EcoRI / HindIII-
Fragment entstand der Vektor p∆E1sp1A-TIMP-tk-pA. Die DNA wurde über Minipräparation 
aufgereinigt und mittels Verdau (EcoRI, HindIII) überprüft. Es folgte eine Großpräparation, 
und die gewonnene Plasmid-DNA wurde photometrisch quantifiziert und gelelektrophoretisch 
qualifiziert. Zur Überprüfung der korrekten Übergänge wurden Sequenzierungen 
durchgeführt, zum einen mit den Universalprimern M13/pUC sequencing primer und 
M13/pUC reverse sequencing primer (Kontrolle der richtigen Klonierung der TIMP-tk-
Kassette in den Shuttlevektor), zum anderen mit einem Primer der Sequenz 5‘-GGA CAT 
TTA TCC TCT AGC GC-3‘, um innerhalb der TIMP-tk-Kassette die korrekte Ligation von 
Promotor und tk-Gen zu überprüfen. 
 
6.1.4. Klonierung des Vektors p∆E1-HTLV-tk 
Analog zu der Erstellung des Vektors p∆E1sp1A-TIMP-tk-pA, wurde auch hier aus dem 
Shuttlevektor p∆E1-sp1A-CMV-GFP-pA die CMV-GFP-Kassette mittels HindIII und EcoRI 
entfernt und der Vektor dephosphoryliert. Der 
lineare Vektor wurde nach elektrophoretischer 
Auftrennung aus dem Gel eluiert. Aus pORF-
HSV1-tk wurde die Sequenz HTLV-tk mittels 
NdeI und NheI exzisiert, mit Klenow aufgefüllt 
und aufgetrennt. Das eluierte NdeI / NheI-
Fragment wurde dann in den offenen 
Shuttlevektor p∆E1-sp1A-pA einkloniert und im 
Kontroll-Verdau mit BamHI und HindIII auf 
korrekte Orientierung untersucht. Auch dieser 
Vektor wurde durch Sequenzierung auf die 
richtigen Übergänge hin überprüft. 
p∆E1sp1A- 
HTLV-tk 
(8711 bp) 
(0 mu)
(16,1 mu)
p∆E 
SV40 
poly A 
AMP 
ori 
HTLV- 
Promotor 
tk 
Abb. 6.1.4     p∆E1spA1-HTLV-tk 
 
CMV-GFP Kassette entfernt mit 
HindIII und EcoRI,  
HTLV-tk einkloniert nach Exzision 
mit NdeI und NheI 
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6.2 Ergebnisse Zellkultur 
 
6.2.1 Transfektion von p∆E1-sp1A-TIMP-tk-pA und p∆E1-sp1A-HTLV-tk-pA in HEK    
Um die DNA-Sequenz der Thymidinkinase 
zusammen mit ihrem entsprechenden Promotor in 
Zellen einzubringen, wurde zunächst die 
Transfektion gewählt. 
Petrischalen mit 107 HEK-Zellen wurden mit 
jeweils 2 µg p∆E1-sp1A-TIMP-tk-pA und p∆E1-
sp1A-HTLV-tk-pA transfiziert. Im Northern Blot 
zeigte sich in HEK nach Hybridisierung mit einer 
tk-Sonde eine starke Expression der 
Thymidinkinase-mRNA in Anwesenheit des 
konstitutiv aktiven Promotors HTLV, unter 
dessen Kontrolle die tk sowohl im Shuttlevektor 
p∆E1-sp1A-HTLV-tk-pA (Abb. 6.2.1, Spalte 1) 
als auch in pORV-HSV1-tk (Spalte 3) stand. Ein 
bedeutend schwächeres tk-Signal war in der Spur 
der Zellen zu finden, die mit p∆E1-sp1A-TIMP-tk-pA (Spalte 4) transfiziert worden waren. 
In der Mock Kontrolle (= untransfizierte HEK, Spalte 2) fand sich kein Signal. Als 
Anhaltspunkt für die aufgetragene RNA-Menge diente das entsprechende Foto des RNA-
Gels. 
 
6.2.2 Homologe Rekombination der Adenoviren Ad-TIMP-tk und Ad-CMV-GFP 
Es wurden zwei Adenoviren rekombiniert: Ad-TIMP-tk und Ad-CMV-GFP. 
Ausgangsplasmide für die Rekombinationsprodukte waren p∆E1-sp1A-TIMP-tk-pA, p∆E1-
sp1A-CMV-GFP-pA und das Plasmid pJM17. Ad-CMV-GFP diente als Kontrollvektor, da 
die infizierte Zelle unter dem konstitutiv aktiven CMV-Promotor das Markerprotein green 
flourescent protein exprimierte, das mittels UV-Licht intrazellulär detektiert werden konnte 
und über Infektionserfolg und -effizienz informierte. Die Viren wurden aufgereinigt und auf 
definierte Konzentrationen, sog. plaque forming units (= pfu) eingestellt. Die auf diese Weise 
präparierten Viren konnten in reproduzierbarer Qualität und Quantität in der Zellkultur 
eingesetzt werden.  
 
Abb. 6.2.1    Northern Blot 
 
 
1:  p∆E1-sp1A-HTLV-tk-pA 
2:  Mock (untransfizierte HEK) 
3:  pORV-HSV1-tk 
4:  p∆E1-sp1A-TIMP-tk-pA 
 1         2         3         4 
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Abb. 6.2.4  Northern Blot 
 
 
    1:   HSC, 5 x 107 pfu/ml Ad-CMV-GFP  
 
    2:  HSC, Mock (uninfizierte Zellen) 
 
    3:   HSC, 5 x 107 pfu/ml Ad-TIMP-tk  
 
    4:   MFB, 108 pfu/ml  Ad-CMV-GFP  
 
    5:   MFB, Mock (uninfizierte Zellen) 
 
    6:    MFB, 108 pfu/ml Ad-TIMP-tk 
 
 1   2    3           4    5   6      
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6.2.3 Überprüfung der Infektiösität und Funktionalität von Ad-TIMP-tk in COS-7 
Es sollte geprüft werden, inwieweit das rekombinierte 
Virus Ad-TIMP-tk in der Lage war, Zellen zu infizieren 
und die Thymidinkinase von der Wirtszelle synthetisieren 
zu lassen. Hierzu wurde ein Northern Blot durchgeführt, 
in dem RNA von COS-7 Zellen untersucht wurde (Abb. 
6.2.3). Die COS-7 Zellen waren mit Ad-TIMP-tk und Ad-
CMV-GFP infiziert und drei Tage post infectionem in 
GIT-Puffer lysiert worden.  
Nach Hybridisierung mit einer tk-Sonde fand sich eine 
deutliche Expression der tk-mRNA in der Bande der Ad-
TIMP-tk infizierten COS-7. In Ad-CMV-GFP infizierten 
sowie in den uninfizierten COS-7 (= Mock) fand sich kein 
Signal. Der Northern Blot bestätigte, dass die Zellen nach 
Infektion mit den rekombinierten Viren das Transgen 
Thymidinkinase exrimierten. 
 
6.2.4  Nachweis der Thymidinkinase-mRNA nach Infektion von HSC und MFB 
Zur Überprüfung der Viruskompetenz wurden 
Petrischalen mit 108 Zellen HSC und MFB mit 
Ad-TIMP-tk infiziert. Hierfür wurde für HSC 
eine Konzentration von 5 x 107 pfu/ml und für 
MFB eine Konzentration von 108 pfu/ml 
gewählt. Alle Zellen wurden am dritten Tag 
 
  28S 
 
 
 
 
  18S 
  Thymidin-  
  kinase 
  ca. 1,14 kb 
 
 
 
 
 
 
  GAPDH 
     1      2       3 
Abb. 6.2.      Northernblot 
 
1 = uninfizierte COS-7 (Mock) 
2 = Ad-TIMP-tk infizierte COS-7 
3 = Ad-CMV-GFP infizierte COS-7 
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post infectionem geerntet. In Abb. 6.2.4 sind die Signale der tk-mRNA im Northern Blot 
dargestellt. Beachtet werden muss bei der Interpretation des Bildes, dass die Menge der 
aufgetragenen RNA variierte (vgl. GAPDH). Bei dem Vergleich der Expressionsstärken 
wurden deshalb die RNA-Mengen optisch miteinander „verrechnet“. 
Sowohl in HSC als auch in MFB zeigte sich die Expression der Thymidinkinase. Die Qualität 
des Blots ließ nur schwer Rückschlüsse auf Expressionsunterschiede in den beiden Zelltypen 
zu. Bei genauer Betrachtung imponierte die Expression der tk in HSC im Vergleich zum 
GAPDH-Signal sehr stark, die Expression der tk in MFB im Vergleich zum GAPDH-Signal 
hingegen fiel eher schwach aus. Es gab also Hinweise auf eine verminderte TIMP-Aktivität in 
MFB. 
 
6.2.5 Einsatz des Thymidinkinase-Ganciclovir-Systems in der Zellkultur  
Um die Wirksamkeit der Thymidinkinase / Ganciclovir-Therapie in der Zelle untersuchen zu 
können, mussten zunächst zwei wichtige Fragen geklärt werden: 
1) In welchen Dosen sollte Ganciclovir eingesetzt werden?  
2) In welchen Dosen sollte das Virus eingesetzt werden? 
 
6.2.5.1  In welchen Dosen sollte Ganciclovir eingesetzt werden? 
Es wurde ein Titrationsschema erstellt, in dem 2 x 106 CFSC-2G pro 6well-Kavität in 
Medium mit steigenden GCV-Konzentrationen inkubiert wurden.  
 
Ansatz 1 2 3 
GCV-Konzentration 10 µmol / l Medium 100 µmol / l Medium 1.000 µmol /l Medium 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 1.Tag            4.Tag             7.Tag                9.Tag 
A 
B 
Fortsetzung der Abbildung auf der nächsten Seite
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Es zeigte sich in der Zelllinie CFSC-2G, dass GCV per se ab einer genügend hohen Dosis 
zelltoxisch wirkte. Diese Zelltoxizität war ab einer Konzentration von 1.000 µmol/l 
Zellmedium erreicht (Abb. 6.2.5.1). Eine geringere Dosis schadete den Zellen nicht. Die 
Ergebnisse konnten in HSC reproduziert werden. 
 
6.2.5.2.a In welchen Dosen sollte das Virus eingesetzt werden? 
Es wurden CFSC-2G mit Ad-CMV-GFP (Abb. 6.2.5.2.a linke und mittlere Spalte) infiziert. 
Da die Virenlösung nach der Aufreinigung über die Ultrazentrifuge Spuren von CsCl enthielt, 
welches zelltoxisch war, war es wichtig, einen möglichen toxischen Effekt der Viren von der 
Toxizität des Trägermediums abgrenzen zu können. Als Kontrolle wurde darum ein zweiter 
Ansatz CFSC-2G mit denselben Volumina an virusfreiem Träger-Medium versetzt, welches 
im Vergleich zu den Virenlösungen eine äquivalente CsCl-Konzentration enthielt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 6.2.5.1   CFSC-2G, Titration zur Ermittlung der toxischen Dosis von Ganciclovir  
 
Reihe A: 10 µM GCV-Medium,  Reihe B: 100 µM GCV-Medium;  Reihe C: 1.000 µM GCV-Medium 
C 
   9. Tag     Ad-CMV-GFP         9.Tag       Ad-CMV-GFP        9. Tag     Träger-Medium  
A 
B 
C 
Fortsetzung der 
Abbildung auf 
der nächsten 
Seite 
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Bis zu einer Konzentration von 108 pfu Ad-CMV-GFP/ ml bzw. 100 µl Träger-Medium zeigte 
sich lichtmikroskopisch über längere Zeit kein zelltoxischer Effekt. Ab einer Konzentration 
von 5 x 108 pfu/ml starben jedoch die Zellen bereits 9 Tage bzw. 24 Stunden (1 x 109 pfu/ml) 
nach Inkubationsbeginn (Abb. 6.2.5.2.a, Reihe D und E). Da der toxische Effekt des 
virenlosen Mediums genauso stark ausgeprägt war wie der des virenhaltigen, war davon 
auszugehen, dass es sich um eine Schädigung durch CsCl handelte, nicht um eine Wirkung 
der Viren selbst. Die Infektionseffizienz von Ad-CMV-GFP in CFSC-2G war gering bis 
mäßig (Abb. 6.2.5.2.a, UV-Bilder, mittlere Spalte). Daraus leitete sich ab, dass eine möglichst 
hohe, aber noch vertretbare Viruskonzentration für die Anwendung des Thymidinkinase-
Ganciclovir-Systems nötig war.  
 
6.2.5.2.b Betrachtung der kritischen Konzentration von Ad-TIMP-tk und Ad-
CMV-GFP in HSC 
Bei der Analyse von infizierten HSC war die Differenzierung zwischen toxischen und nicht-
toxischen Effekten etwas schwieriger (Abb. 6.2.5.2.b). Genaue Betrachtung ließ erkennen, 
dass HSC, die Schaden nahmen, im Lichtmikroskop weißlich “vergrisselt“ und vom 
Plattenboden leicht abgelöst erschienen. Dies war zu beobachten bei Ad-TIMP-tk und dem 
Träger-Medium ab 108 pfu bzw. 100 µl pro ml (Bilder C und F), bei Ad-CMV-GFP bereits 
ab einer Konzentration von 5 x107 pfu/ml (Bilder H und I). Dies war durch die Zelltoxizität 
E
D 
     1. Tag     Ad-CMV-GFP           1.Tag       Ad-CMV-GFP       1. Tag     Träger-Medium   
   9. Tag     Ad-CMV-GFP         9.Tag       Ad-CMV-GFP        9. Tag     Träger-Medium  
Abb. 6.2.5.2a  CFSC-2G, am 9. Tag (bzw. 1.Tag) nach Infektion mit verschiedenen Konzentrationen 
Ad-CMV-GFP bzw. versetzt mit gleichen Volumina Träger-Medium 
 
Reihe A: 1x 106 pfu Ad-CMV-GFP / ml Medium   (bzw.   1 µl)       
Reihe B: 1x 107 pfu Ad-CMV-GFP / ml Medium   (bzw.  10 µl)      9.Tag post infectionem 
Reihe C: 1x 108 pfu Ad-CMV-GFP / ml Medium   (bzw. 100 µl)  
Reihe D: 5x 108 pfu Ad-CMV-GFP / ml Medium   (bzw. 500 µl)       
Reihe E:  1x 109 pfu Ad-CMV-GFP / ml Medium   (bzw.   1 ml)       1.Tag post infectionem        
 
____________________________________________________   ERGEBNISSE, ZELLKULTUR 
  
65
des green flourescent protein zu erklären, gegenüber der HSC offensichtlich besonders 
empfindlich sind (vgl. G. Endemann et al., 2003) (45).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.2.5.2.c Betrachtung der kritischen Konzentration von Ad-TIMP-tk und Ad-
CMV-GFP in MFB 
Anders verhielt es sich mit MFB. Die stark fibrotischen MFB erwiesen sich als 
widerstandsfähiger gegen CsCl und Ad-TIMP-tk. Sogar die intrazelluläre Akkumulation von 
green flourescent protein wurde bis zu einem hohen Grad toleriert (Abb. 6.2.5.2.c). Erst unter 
2 x 108 pfu Ad-CMV-GFP / ml (Bild C) deutete sich nach 10 Tagen ein diskreter 
Sterbeprozesse an, obwohl ca. die Hälfte der Zellen GFP synthetisierte (UV-Bilder). 
Gegenüber dem Virus-Trägermedium und Ad-TIMP-tk zeigten sich erst bei noch höheren 
Konzentrationen Vulnerabilität (Daten nicht gezeigt).  
 
A  
unbehandelt 
B 
50 µl Medium 
C 
100 µl Medium 
Abb. 6.2.5.2.b   HSC, 6. Tag nach Infektion mit Ad-TIMP-tk und Ad-CMV-GFP; bzw. versetzt mit  
Trägermedium oder unbehandelt 
 
Bild A: unbehandelte HSC   Bild F: 1 x 108 pfu Ad-TIMP-tk / ml  
Bild B: HSC mit 50 µl Träger-Medium    
Bild C: HSC mit 100 µl Träger-Medium  Bild G: 1 x 107 pfu Ad-CMV-GFP / ml 
       Bild H: 5 x 107 pfu Ad-CMV-GFP / ml 
Bild D: 1 x 107 pfu Ad-TIMP-tk / ml  Bild I:   1 x 108 pfu Ad-CMV-GFP / ml 
Bild E: 5 x 107 pfu Ad-TIMP-tk / ml    
 
D 
107 Ad-TIMP-tk 
E 
5x107 Ad-TIMP-tk 
F 
108 Ad-TIMP-tk 
G 
107 Ad-CMV-GFP 
H 
5x107 Ad-CMV-GFP 
 6.Tag  unbehandelt bzw. inku-           6.Tag  Ad-TIMP-tk      6.Tag  Ad-CMV-GFP 
             biert in Träger-Medium 
I 
108 Ad-CMV-GFP 
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Mit diesen Erkenntnissen waren die Höchstgrenzen der Dosen von Viren und GCV festgelegt: 
-    eine Behandlung der Zellen (CFSC-2G, HSC, MFB) mit maximal 100 µl GCV / l  
- eine Infektion von CFSC-2G und HSC mit maximal 5 x 107 pfu Virus / ml 
      -    eine Infektion von MFB mit bis zu 108 pfu Virus / ml 
 
6.2.6 Ermittlung geeigneter Konzentration Ad-TIMP-tk / GCV für den Sterbevorgang 
 
 
 
 
 
Für die Ermittlung der geeigneten 
Konzentrationen von Virus und 
Ganciclovir in Kombination wurden 
zunächst orientierende Versuche mit der 
Zelllinie CFSC-2G durchgeführt. Die 
Therapie führte bei Virus-/GCV-Dosen 
unterhalb der definierten Höchstgrenzen 
(s.o.) zum Zelltod. Ad-TIMP-tk wurde in 
den Konzentrationen 1 x 105 bis 107 pfu / 
ml, Ganciclovir in den Konzentrationen 10 und 100 µmol / l eingesetzt. Der Sterbevorgang 
stellte sich lichtmikroskopisch eindrucksvoll dar: die Zellen rundeten sich ab, verloren den 
Kontakt zueinander und lösten sich innerhalb weniger Tage von der Platte. Es konnte gezeigt 
werden, dass Ganciclovir in einer Konzentration von 100 µmol/l den Sterbevorgang etwas 
schneller vorantrieb als in einer Konzentration von 10 µmol/l (Abb. 6.2.6).  
A B C 
Abb. 6.2.5.2.c MFB, 10.Tag nah Infektion mit Ad-CMV-GFP 
  
Bild A: 5x107 pfu Ad-CMV-GFP / ml  ?  Bild B: 1x 108 pfu Ad-CMV-GFP / ml 
Bild B: 2x108 pfu Ad-CMV-GFP / ml 
Abb. 6.2.6  CFSC-2G, 9. Tag post infectionem 
 
Reihe A: Infektion mit 1 x 105 pfu Ad-TIMP-tk pro ml 
Reihe B: Infektion mit 1 x 106 pfu Ad-TIMP-tk pro ml 
Reihe C: Infektion mit 1 x 107 pfu Ad-TIMP-tk pro ml 
linke Spalte:    Medium versetzt mit 10 µmol / l GCV 
rechte Spalte:  Medium versetzt mit 100 µmol / l GCV A  
105 pfu / ml 
          10 µM GCV       100 µM GCV 
B  
106 pfu / ml 
C  
107 pfu / ml 
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Abb. 6.2.7    
 
Ad-TIMP-tk infizierte HSC unter 
der Wirkung von GCV  
 
Beobachtung über 7 bzw. 11 Tage 
 
Spalte A:     
 
HSC, 1 x 107 pfu Ad-TIMP-tk  
in 100 µM GCV-Medium  
 
Spalte B:     
 
HSC,  5 x 107 pfu Ad-TIMP-tk  
in 100 µM GCV-Medium  
 
Bild C: (rechts unten)     
 
HSC, nicht infiziert 
A B
Tag 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tag 3   
 
 
 
 
 
 
 
Tag 5   
 
 
 
 
 
 
 
 
Tag 7   
 
 
 
 
 
 
 
 
Tag 11 C
Tag 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tag 3   
 
 
 
 
 
 
 
Tag 5   
 
 
 
 
 
 
 
 
Tag 7   
 
 
 
 
 
 
 
 
Tag 11 
Um eine geringe Belastung der Zellen durch Ganciclovir an sich und gleichzeitig einen 
möglichst effizienten und raschen Tod der Zellen unter Therapiebedingungen zu erreichen, 
wurde die anzuwendende Konzentration von GCV auf 100 µmol/l festgelegt.  
 
6.2.7 Sterbeverhalten von HSC unter der Therapie mit Ad-TIMP-tk und Ganciclovir 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Es konnte gezeigt werden, 
dass auch HSC auf die 
Therapie mit Ad-TIMP-tk 
und Ganciclovir ansprachen 
(Abb. 6.2.7). Ad-TIMP-tk 
wurde in den Konzent-
rationen 107 pfu/ml und 5 x 
107 pfu/ml eingesetzt. Die 
Zellen wurden in 100 µM 
GCV-Medium inkubiert. 
Zu beobachten war zunächst 
das Wachstum und die 
zunehmende Transdifferen-
zierung der HSC zu MFB 
(1. Tag ? 3.Tag), doch trat 
dann, abhängig von der 
gewählten Viruskonzentra-
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tion, schnell oder allmählich eine Auflockerung im Zellbild auf. Die Zellkörper zogen sich 
zusammen, rundeten sich ab, die interzellulären Zytoplasmabrücken dünnten erst aus, dann 
verschwanden sie ganz. Nach und nach leerte sich die Zellplatte. Die Geschwindigkeit des 
Vorgangs hing von der Viruskonzentration ab. Bild C (rechte Spalte, unten) zeigt im 
Vergleich dazu die Entwicklung von unbehandelten HSC nach einem Zeitraums von 11 
Tagen. 
 
6.2.8 Sterbeverhalten von MFB unter der Therapie mit Ad-TIMP-tk und Ganciclovir 
Beobachtet wurde auch das Sterbeverhalten der Myofibroblasten unter der Kombination Ad-
TIMP-tk / Ganciclovir.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A B C
Tag 11 
Abb. 6.2.8   Ad-TIMP-tk infizierte MFB unter der Wirkung von 
       GCV, Beobachtung über 15 bzw. 17 Tage 
 
Beginn der Therapie ein Tag nach Trypsinisierung  
(Tag 1 = erster Tag nach Therapiebeginn) 
 
Spalte A: 1 x 107 pfu/ml Ad-TIMP-tk, 100 µM GCV-Medium  
Spalte B: 5 x 107 pfu/ml Ad-TIMP-tk, 100 µM GCV-Medium 
Spalte C: 1 x 108  pfu/ml Ad-TIMP-tk, 100 µM GCV-Medium 
Tag 7 
Tag 1 
Tag 15 
Tag 17 
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Es zeigte sich, dass eine Viruskonzentration von 107 und 5 x 107 pfu/ml nicht dieselbe 
Effizienz aufwies wie in HSC. Für MFB war eine höhere Virenkonzentration nötig, um einen 
Sterbeprozess in angemessener Zeitspanne hervorzurufen (Abb. 6.2.8).  Dass MFB überhaupt 
unter der Therapie mit Ad-TIMP-tk und GCV starben, war nur dadurch zu erklären, dass der 
TIMP-Promotor auch in MFB aktiv war, wenngleich geringer. 
 
6.2.9 Vergleich der Infektionseffizienz von HSC und MFB 
HSC und MFB wurden jeweils mit einer Konzentration von 5 x 107 pfu/ml Ad-CMV-GFP 
infiziert. Dabei wurde festgestellt, dass HSC sich leichter infizieren ließen als MFB, da HSC 
höhere Mengen an GFP synthetisierten (Abb. 6.2.9, UV-Bilder). Es war davon auszugehen, 
dass die Infektionspotenz von Ad-TIMP-tk der des Kontrollvirus Ad-CMV-GFP entsprach, da 
es sich um denselben Typ Virus handelte.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Um eine qualitativ äquivalente Infektion und Reaktion der beiden Zelltypen hervorzurufen, 
war es nötig, die Virenkonzentration im Infektionsmedium für MFB höher anzusetzen als die 
für HSC.  
Das geringere Ansprechen der MFB auf das Thymidinkinase-Ganciclovir-System lag also 
nicht nur an der schwächeren TIMP-Aktivität, sondern war mitbedingt durch eine schlechtere 
Infizierbarkeit dieses Zelltyps. D.h. die anhand der Vorarbeiten unter 3.2.b und 3.2.c 
A 
B 
C 
A 
B 
C
Abb. 6.2.9   Vergleich der Infizierbarkeit von HSC im Vergleich zu MFB 
 
Spalten links: HSC, infiziert mit 5 x 107 pfu Ad-CMV-GFP/ml 
Spalten rechts:  MFB, infiziert mit 5 x 107 pfu Ad-CMV-GFP/ml 
 
Reihe A: 1.Tag,  Reihe B: 2.Tag,  Reihe C: 6.Tag 
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vermutete ausgeprägte Downregulation von TIMP in MFB ließ sich nicht bestätigen, und 
musste nach dieser Analyse sogar noch stärker korrigiert werden: Denn wenn trotzt 
schlechterer Infizierbarkeit die Zellen noch moderat auf das Thymidinkinase-Ganciclovir-
System ansprachen, so konnte TIMP in MFB nicht allzu schwach aktiv sein. Unter dem 
Blickwinkel spätere klinischer Anwendung war dieses Faktum aber nicht beunruhigend, im 
Gegenteil: eine Zerstörung der (verbliebenen) MFB in einer fibrotischen Leber unter tk-GCV-
Anwendung wäre sogar begrüßenswert!   
 
6.2.10 Variation des Infektionszeitpunktes der MFB 
HSC wurden mit Ad-TIMP-tk infiziert und in Kultur gehalten (ohne GCV), bis sie nach einer 
Woche zu MFB trypsinisiert werden konnten. Die infizierten HSC synthetisierten unter dem 
aktivierten TIMP-Promotor große Mengen an Thymidinkinase. Erst als MFB wurden die 
Zellen mit GCV versetzt und starben daraufhin wesentlich schneller als solche MFB, die erst 
nach Trypsinisierung die tk-Produktion aufnehmen konnten (Abb. 6.2.10). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 6.2.10 mit Ad-TIMP-tk infizierte HSC, als MFB unter  
GCV-Wirkung, Beobachtung über 7 bzw. 9 Tage 
 
Infektion als HSC, 1. Tag nach Extraktion aus der Rattenleber 
Inkubation als MFB in GCV-Medium, 1. Tag nach Trypsinisierung 
 
Spalte A: 5 x 106 pfu/ml Ad-TIMP-tk, 100 µM GCV-Medium  
Spalte B: 1 x 107 pfu/ml Ad-TIMP-tk, 100 µM GCV-Medium 
Spalte C: 5 x 107 pfu/ml Ad-TIMP-tk, 100 µM GCV-Medium 
        A          B             C 
Tag 1 
Tag 5 
Tag 7 
Tag 9 
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MFB als solche waren also etwa genauso vulnerabel gegenüber GCV-Triphosphat wie HSC. 
Eine erhöhte Resistenz gegenüber zelltoxischen Einflüssen, wie sie gegenüber GFP vermutet 
wurde (vgl. Ergebnisse 6.2.5.2.c), konnte gegenüber GCV-Metaboliten nicht postuliert 
werden. 
 
6.2.11 Der Bystander Effect 
Das Reporterprotein GFP gab Aufschluss über das Verhältnis infizierter zu nicht-infizierten 
Zellen in Abhängigkeit der gewählten Virendosis. Es fiel auf, dass nach einer Infektion von 
HSC mit beispielsweise 107 pfu Ad-CMV-GFP nur ein Teil der Zellen das green flourescent 
protein exprimierte (Abb. 6.2.11, Bild links und mittig), obwohl in der mit Ad-TIMP-tk 
äquivalent infizierten Kultur eine nachhaltige Wirkung des Thymidinkinase-Ganciclovir-
Systems zu beobachten war (Bild rechts).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Würden nur jene Zellen sterben, von denen auszugehen war, dass sie infiziert waren, so 
könnte das System nicht sukzessive alle Zellen auf der Platte eliminieren. Ursache hierfür war 
der sogenannte „Bystander Effect“. Bystander Effect nennt sich ein Phänomen, das im 
Rahmen der suizidalen Gentherapie mit dem Thymidinkinase-Ganciclovir-System auftritt: 
obwohl die untersuchten Zellen bzw. das untersuchte Gewebe nur partiell mit einem tk-
tragenden Vektor infiziert worden ist, zeigt sich stets eine hohe Letalität der Zellen, auch 
solcher, die nicht infiziert sind.  
Die Arbeitsgruppe um Scott M. Freeman beschäftigte sich bereits 1993 in ihrer Arbeit „The 
«Bystander Effect»: Tumor regression when a fraction of the tumor mass is genetically 
modified”, (Cancer Research, 1993) intensiv mit den Ursachen für dieses Phänomen (27). Sie 
fand heraus, dass die Zellen in der Umgebung einer durch tk / GCV sterbenden Zelle deren 
apoptotic bodies phagozytierten. Die Arbeitsgruppe vermutete, dass die Thymidinkinase auf 
B A C
Abb. 6.2.11 Prinzip des „Bystander Effect“ 
 
Bild A und B:   HSC am 11. Tag nach Infektion mit 1x 107 pfu Ad-CMV-GFP / ml. Lediglich etwa 60% der 
Zellen exprimieren GFP (B: UV-Licht), sind also infiziert 
Bild C:   HSC am 11. Tag nach Infektion mit 107 pfu Ad-TIMP-tk / ml und Applikation von 100 µmol 
GCV / l. Praktisch alle Zellen sind gestorben / befinden sich im Sterben 
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diesem Wege in bisher tk-freie Zellen gelangte. Überdies wurde ein Transfer von toxischen 
Molekülen (allen voran GCV-Triphosphat) auf diesem Weg oder aber via gap junctions im 
Rahmen von Zell-Zell-Kontakten diskutiert (vgl. auch Grignet-Debrus et al., 2000) (46). Eine 
weitere Hypothese der Arbeitsgruppe war die Produktion eines löslichen Faktors oder 
Partikels, der ebenfalls über gap junctions auf nicht infizierte Zellen übertragen werden 
könnte und diese empfindlich gegenüber Ganciclovir machen könnte. Eine Arbeitsgruppe des 
National Cancer Institutes beobachtete die Aufnahme von tk-tragenden Viren (allerdings 
Retroviren) in Endothelzellen, was einen Untergang tumorversorgender Gefäße zur Folge 
hatte und dadurch ebenfalls als Ursache des „Bystander Effect“ in malignem Gewebe in Frage 
kam (R. Kolberg, 1992) (47). 
Wie dem auch sei - offensichtlich war, dass der Bystander Effect im Sterbeprozess der 
Umgebung Ad-TIMP-tk-infizierter Zellen eine Rolle spielte, 
und dass dieser, in der Tumortherapie überwiegend begrüßte 
Mechanismus im Rahmen des selektiven knock out von HSC 
in der Leber unerwünscht war.  
 
6.2.12 Welches Expressionsmuster zeigte der TIMP-
Promotor in HSC und MFB? 
Neben dem Phänomen des „Bystander Effect“ war 
entscheidend für den Therapieerfolg des Thymidinkinase-
Ganciclovir-Systems die Abhängigkeit des TIMP-Promotors 
vom Transdifferenzierungsgrad der HSC in einer Leber. 
Wünschenswert war  
a) ein ruhender TIMP-Promotor in ruhenden (gesunden) HSC 
b) ein stark aktiver TIMP-Promotor in sich 
transdifferenzierenden HSC 
c) ein stark bis mäßig aktiver TIMP-Promotor in reifen MFB 
In den Vorarbeiten (Abschnitt 3.2) wurde die Aktivität von 
endogenem TIMP in aktivierten HSC und MFB in vitro wie 
in vivo dargelegt. Die bisherigen Zellkulturbeobachtungen, 
die Analysen des Northern Blots 6.2.4 sowie die Experimente 
unter 6.2.8 bis 6.2.10 deuteten auf eine hohe Aktivität des 
exogenen TIMP-Gens in HSC und eine mäßige Aktivität in 
MFB hin. 
Abb. 6.2.12  Northern Blot 
 
1:  HSC, 5 x 107pfu/ml Ad- 
     TIMP-tk  
2:  HSC, kultiviert auf Teflon; 
     5 x 107 pfu Ad-TIMP-tk /ml
 
(vgl. Abb. 6.2.4, alle RNA-
Proben sind in demselben Gel 
gelaufen) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
28S 
 
 
 
 
 
 
 
 18S 
 
Thymidin-
kinase 
ca. 1,14 kb 
 
 
 
 
 
 
GAPDH 
1 2
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Aber wie sah es mit der Aktivität von exogenem TIMP in ruhenden HSC in vitro aus? 
Der Nachweis des Zustandes in nicht-aktivierten HSC in vitro gestaltete sich schwierig, da 
HSC schon allein durch ihre Isolation aus der Leber aktiviert wurden. Mittels einer 
besonderen Kultivierungs-Situation wurde versucht, von den frisch isolierten HSC eine 
weitere Stimulation nach der Isolation abzuwenden. Die Zellen wurden unmittelbar nach der 
Präparation in Teflon-Behältern mit Anti-Haft-Wirkung überführt. Die Zellen, die dergestalt 
kultiviert wurden, wurden mit 5 x 107 pfu Ad-TIMP-tk / ml infiziert und am 4. Tag post 
infectionem geerntet. Die RNA der Zellen wurde mittels RNeasy® Kit („Arbeitsmethoden“, 
Abschnitt 5.2.6) gewonnen. Die Expression der tk unter TIMP wurde im Northernblot Abb. 
6.2.12 analysiert. Aufgrund ungleicher RNA-Mengen empfahl es sich, den Blot mit Hilfe 
folgender Betrachtung auszuwerten: das tk-Signal in normal kultivierten HSC war in 
Gegenüberstellung zu seiner RNA Menge (vgl. GAPDH-Signal) sehr stark; das tk-Signal in 
Teflon-kultivierten HSC war in Gegenüberstellung zu seiner RNA-Menge (vgl. GAPDH-
Signal) eher schwach. Dadurch war ein Vergleich der tk-Expression in den beiden HSC-
Kulturen möglich: Die Thymidinkinase wurde in Teflon-kultivierten HSC weniger stark 
exprimiert als in herkömmlich kultivierten HSC. Dies legte die Vermutung nahe, dass es sich 
tatsächlich um eine geringere Aktivität des TIMP-Promotors in Teflon-kultivierten HSC 
handelte. Jedoch kam auch die Möglichkeit in Betracht, dass Zellen, die sich mangels Haftung 
in einer Suspension befanden, schlechter von Viren infiziert werden konnten und dadurch 
insgesamt weniger tk exprimierten. 
 
6.2.13 Vergleich der Infizierbarkeit von HSC auf Teflon gegenüber herkömmlichen    
HSC-Kulturen 
 
HSC wurden einerseits auf einer normalen 6well Kulturplatte ausgesät, zum anderen als 
Suspension in Teflonbehältern kultiviert. Beide Ansätze wurden mit Ad-CMV-GFP infiziert. 
Es wurde ein Virentiter von 5 x 107 pfu/ml gewählt und die Zellen vier Tage in Kultur 
gehalten. Hieraus wurden Zellsedimente gewonnen und in der Neubauer-Kammer analysiert, 
d.h. das Verhältnis von infizieren zu nicht infizierten Zellen wurde bestimmt. Überdies wurde 
das Erscheinungsbild der Zellen photographisch festgehalten (Abb. 6.2.13). 
Auffällig in Abb. 6.2.13 war, dass im Falle der HSC auf Teflon sehr viele Zelltrümmer das 
Bild prägten, wohingegen das Zellbild der herkömmlich kultivierten HSC nahezu „sauber“ 
wirkte. Dies lag an der unterschiedlichen Behandlung der Zellen, die zwangsläufig erfolgt 
war. Bei genauer Betrachtung war zu erkennen, dass neben den häufig nicht infizierten 
Zelltrümmern in Spalte B ebenso intakte Zellen des öfteren nicht infiziert waren. In Spalte B  
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imponierten beinahe alle im Gesichtsfeld erscheinenden Zellen grün, so dass hier von einer 
höheren Infektionseffizient auszugehen war. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Die Quantifizierung des Verhältnisses infizierte zu nichtinfizierten Zellen in der Neubauer-
Kammer ergab eine Infektionseffiziens von etwa 79% bei den herkömmlich kultivierten 
Zellen und etwa 55% bei den HSC, die auf 
Teflon in Kultur gehalten wurden. Aufgrund 
verschiedener Kultivierungsbedingungen der 
Ansätze und einer schwer objektivierbaren 
Auszählung (ab wann ist eine Zelle ein 
Trümmer und darf nicht mit mehr mitgezählt 
werden?), war eine zufriedenstellende 
Reproduzierbarkeit nicht möglich. Das 
Experiment zeigte demnach lediglich, dass sich 
HSC in Suspension prinzipiell infizieren ließen. 
Dies berücksichtigend ist zu vermuten, dass das 
verminderte Signal im Northern Blot - 
wenigstens zum Teil - auf einer geringeren 
Aktivität des TIMP-Promotors in ruhenden / weniger transdifferenzierenden HSC beruht. 
herkömmlich kultivierte HSC 
Zellzahl auf vier 
Quadranten insgesamt 
Zahl der infizierten Zellen 
auf vier Quadranten 
62 49 
etwa 79% aller Zellen waren infiziert 
auf Teflon kultivierte HSC 
Zellzahl auf vier 
Quadranten insgesamt 
Zahl der infizierten Zellen 
auf vier Quadranten 
55 30 
etwa 55% aller Zellen waren infiziert 
1
2
3
Abb. 6.2.13    HSC, auf Neubauerkammer 
 
Spalten A:  HSC auf Teflon kultiviert, infiziert mit 5 x 107 pfu Ad-CMV-GFP/ml 
Spalten B: HSC herkömmlich kultiviert, infiziert mit 5 x 107 pfu Ad-CMV-GFP/ml 
 
Reihe 1, 2, 3: jeweils verschiedene Ausschnitte fotografiert; normales Licht jeweils rechts, 
UV-Licht jeweils links 
    A          B 
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6.2.14 Nachweis der Thymidinkinase als Protein 
Um das Enzym Thymidinkinase nach Infektion mit Ad-TIMP-tk in den Zellen einwandfrei zu 
identifizieren, wurde ein Westernblot durchgeführt (Abb. 6.2.14). Sowohl in COS-7 als auch 
in CFSC-2G konnte die tk nachgewiesen werden, in CFSC-2G jedoch deutlich besser. Beide 
Zellreihen waren mit Ad-TIMP-tk verschiedener Chargen (unterschiedliche UZ-
Aufreinigungen) und Mengen infiziert worden, ebenso war eine Negativkontrolle und eine 
Transfektion mit p∆E1-spA1-HTLV-tk-pA (Positivkontrolle) mitgeführt worden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.2.15 Nachweis der Entstehung eines Metaboliten durch die Thymidinkinase 
Die enzymatische Potenz der Thymidinkinase  
wurde mittels thin layer chromatography 
(TLC) nachgewiesen. Statt 3H-Ganciclovir 
wurde in diesem Experiment 3H-Aciclovir (3H-
ACV) verwendet (Abb. 6.2.15.a). Die 
Thymidinkinase setzt prinzipiell Aciclovir 
genauso zu Aciclovir-Monophosphat um wie 
Ganciclovir zu Ganciclovir-Monophosphat. 
Darum konnte Aciclovir unter der Fragestellung, ob die tk überhaupt in der Lage war, die 
Bildung eines Monophosphats zu katalysieren, analog eingesetzt werden. Für das Experiment 
wurden zwei mal fünf Ansätze (zehn Petrischalen, ∅ 10 cm) vorbereitet (Tabelle 6.2.15). 
Dabei entfiel jeweils die eine der beiden Petrischalen auf einen Ansatz mit CFSC-2G, die 
andere auf einen Ansatz mit COS-7, um die metabolische Aktivität der Thymidinkinase in 
zwei verschiedenen Zelllinien zu vergleichen. Die Konfluenz der Zellen betrug 85% (COS-7) 
  Aciclovir    Ganciclovir 
 
Abb. 6.2.15.a  
    M          1    2    3     4    5    6  7  
kD 
 
182,9 
 
113,7 
 
80,9 
 
63,8 
 
49,5 
 
37,4 
 
 
 
 
 
 
 
 
Thymidin-
kinase  
40,1 kD 
Abb. 6.2.14 Westernblot, Nachweis von Thymidinkinase  
 
M: Marker 
1:   CFSC-2G, infiziert mit  
      Ad-TIMP-tk 108 pfu /ml 
2:   CFSC-2G, infiziert mit Ad-TIMP-tk
      (andere Charge) 108 pfu/ml 
3:   CFSC-2G, infiziert mit  
      Ad-TIMP-tk 2x108 pfu/ml 
4:   COS-7, infiziert mit  
      Ad-TIMP-tk 108 pfu /ml 
5:   COS-7, infiziert mit Ad-TIMP-tk 
      (andere Charge) 108 pfu /ml 
6:    COS-7, Mock (unbehandelt) 
7:    COS-7, transfiziert mit  
        p∆E 1-spA1-HTLV-tk-pA 
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bzw. 75% (CFSC-2G). Die Lysate der Zellen wurden nach entsprechender Aufbereitung (vgl. 
„Arbeitsmethoden“, Abschnitt 5.2.15) auf die Chromatographie-Membran aufgetragen. Die 
Ansätze A / G (unbehandelte Zellen) wurden während des Aufbereitungsprozesses 
nachträglich mit 3H-ACV versetzt, um die Bedingungen für die Wanderung von 3H-ACV 
durch die Membran mit den anderen Ansätzen vergleichen zu können.  
 
 
 
Die Abbildung 6.2.15.b zeigt das Ergebnis der TLC graphisch dargestellt. Unterteilt nach 
Zelllinien sind die Ansätze A bis F und G bis L in vertikalen Blöcken aufgeführt. Die 
Balkenhöhe zeigt die Höhe der gemessenen Strahlung [cpm] an. 3H-ACV (unmetabolisiert) 
bildet die Lauffront auf der PET-Membran bei einer Höhe von etwa 7 – 8 cm bei CFSC-2G 
bzw. 8 – 10 cm bei COS-7 Zellen (s. Klammern und Pfeile). Die phoshorylierten ACV-
Moleküle waren weniger weit gewandert und entsprechen in der Grafik den Balken links der 
3H-ACV-Lauffront. ACV-Monophosphat findet sich hierbei am nächsten der 3H-ACV-
Lauffront, ACV-Triphosphat am weitesten links davon entfernt. Eine exakte Differenzierung, 
hinter welchem Balken sich Monophosphat verbirgt, hinter welchem Di- und hinter welchem 
Triphosphat, war mit diesem Versuchsaufbau nicht möglich. Allerdings war dies auch nicht 
nötig, da entscheidend einzig der Nachweis von Monophosphat war, denn dieses kann in der 
Zelle nur bei vorliegender, metabolisch aktiver Thymidinkinase entstehen. Die Entstehung 
von Di- und Triphosphat wurde durch zelleigene Kinasen, und damit tk-unabhängig 
katalysiert.  
 
 
Ansatz Bedingungen Ansatz Bedingungen 
  CFSC-2G    COS-7 
A unbehandelt; später versetzt mit 
3H-
ACV G 
unbehandelt; später versetzt mit 3H-
ACV 
B transfiziert mit 16 µg pORF-HSV1-tk H 
transfiziert mit 16 µg pORF-HSV1-
tk 
C transfiziert mit 16 µg p∆E1-spA1-TIMP-tk-pA I 
transfiziert mit 16 µg p∆E1-spA1-
TIMP-tk-pA 
D infiziert mit 1 x 10
8 pfu /ml Ad-
TIMP-tk J 
infiziert mit 1 x 108 pfu /ml Ad-
TIMP-tk 
E infiziert mit 1 x 10
8 pfu /ml eines 
Kontrollvirus  K 
infiziert mit 1 x 108 pfu /ml eines 
Kontrollvirus 
F CFSC-2G inkubiert mit 3H-ACV L COS-7 inkubiert mit 3H-ACV 
Tab. 6.2.15 Übersicht über die Ansätze der TLC 
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Abb. 6.2.15.b Ergebnisse der TCL 
 
Anmerkung: die Skalierung der Ordinatenachse differiert aus Rücksicht auf die 
Übersichtlichkeit von Ansatz zu Ansatz.  
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Folgende Aussagen konnten aufgrund der TLC-Ergebnisse gemacht werden: 
- Die Ansätze A / G zeigten die maximal wiederauffindbare Aktivität, da hier 3H-ACV 
erst nachträglich in die Zellmatrix gegeben worden war. 
- Metabolite von 3H-ACV ließen sich nachweisen, wenn ein für die Thymidinkinase 
kodierendes Konstrukt in den Zellen vorlag. 
- Zellen, in denen ACV metabolisiert wurde, waren zum Zeitpunkt der Analyse stärker 
mit aktivem Material angereichert als solche, die 3H-ACV nicht oder nur gering 
verstoffwechselten (vgl. Arbeitshypothese, Abb. 2.2.b).  
- Die Aktivität der Thymidinkinase hing vom Promotor ab (HTLV > TIMP). 
- Die Aktivität des Promotors hing vom Zelltyp ab (CFSC-2G > COS-7). 
- Zellen, die infiziert waren, reicherten sich stärker mit 3H-ACV an als solche, die 
unbehandelt waren, auch wenn durch das Virus 3H-ACV nicht metabolisiert wurde. 
- Infizierte Zellen wiesen eine höhere Thymidinkinaseaktivität auf als transfizierte. 
Die Ergebnisse der TCL bewiesen, dass die Thymidinkinase metabolisch aktiv war und ein 
Nukleosidanalogon erfolgreich zu einem Monophosphat phosphorylieren konnte. 
 
6.2.16 Beobachtung der Integrität von HSC und MFB in 100 µM GCV-Medium 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   2. Tag          5. Tag           8. Tag               8. Tag 
1
2 
3 
Abb. 6.2.16.a  DAF / PJ-Färbung  
 
HSC, inkubiert in 100 µM GCV-Medium über 8 Tage 
 
Reihe 1: Aufnahme bei sichtbarem Licht 
Reihe 2: UV-Licht; gespaltenes DAF floureszeiert in lebenden Zellen 
Reihe 3: grünes Licht; nekrotische Kerne sind PJ-gefärbt und leuchten rot 
rechts oben: unbehandelte HSC 
rechts mittig und unten: HSC mit induzierter Nekrose durch Triton-X100-Behandlung 
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Um über die lichtmikroskopische Betrachtung hinaus ausschließen zu können, dass sowohl 
HSC als auch MFB unter Behandlung mit 100 µmol GCV / l Schaden nahmen, wurde eine 
Beobachtung über einen längeren Zeitraum mit täglicher Färbung von GCV-behandelten HSC 
und MFB mit Propidiumjodid und Diacethylfloureszein durchgeführt. Das Molekül 
Diacethylfloureszein (DAF) wird von lebenden Zellen gespalten und kann im gespaltenen 
Zustand mittels UV-Licht sichtbar gemacht werden. Propidiumjodid durchdringt den Zellkern 
nekrotischer Zellen und lässt ihn unter grünem Licht rot leuchten. 
Abbildungen 6.2.16.a und 6.2.16.b (hier nur letzter Tag der Untersuchung dargestellt) 
zeigen, dass Ganciclovir den HSC sowie den MFB in einer Konzentration von 100 µmol/l 
nicht schadete. 
Als Kontrolle wurden unbehandelte HSC (Abb. 6.2.16.a, hier gezeigt am achten Tag) und 
MFB (Abb. 6.2.16.b, hier gezeigt am siebten Tag) mitgeführt. Darüber hinaus dienten mit 
einer Tritonlösung behandelte HSC und MFB, die durch diese Behandlung nekrotisch 
geworden waren, als Nachweis für die korrekte PJ-Färbung.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.2.17 Welchen Tod stirbt die Zelle? 
Ist der Sterbemechanismus Nekrose oder Apoptose? 
Die Arbeitsgruppe um Melcher gab 1999 an, der induzierte Sterbevorgang sei Nekrose (48). 
Andere Arbeitsgruppen bestritten dies. Gegen Nekrose sprach zum Beispiel das Ausbleiben 
7. Tag              7. Tag 
Abb. 6.2.16.b  
 
DAF / PJ-Färbung  
 
MFB, inkubiert in 100 µM GCV-
Medium bis zum 7. Tag 
 
Reihe 1: Aufnahme bei sichtbarem 
Licht 
Reihe 2: UV-Licht; gespaltenes 
DAF floureszeiert in 
lebenden Zellen 
Reihe 3: grünes Licht; nekrotische 
Kerne sind PJ-gefärbt und 
leuchten rot 
 
rechts oben:  
unbehandelte MFB 
rechts und mittig unten:  
MFB mit induzierter 
Nekrose durch Triton-
X100-Behandlung  
1 
2 
3 
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einer heftigen inflammatorischen Immunantwort im Tierversuch. Der milde Verlauf der 
Therapie deutete vielmehr auf Apoptose hin. Die Arbeitsgruppe um Shaw befasste sich 2001 
mit diesem Prozess in ihrer Arbeit “Ganciclovir and penciclovir, but not aciclovir, induce 
apoptosis in herpes simplex virus thymidine kinase-transformed baby hamster kidney cells”, 
(Antiviral Chemistry & Chemotherapy) (18). Sie untersuchten dezidiert mit verschiedenen 
Methoden den Strebevorgang und kamen zu dem Ergebnis: „The results strongly favour 
apoptosis as form of cell death induced by GCV“. In Anlehnung daran wurden in der 
vorliegenden Arbeit diese Erkenntnisse in HSC nachvollzogen. Hierzu wurden drei Ansätze 
verfolgt:  
a) Färbung von sterbenden HSC mit Diacethylfloureszein (DAF) und Propidiumjodid (PJ)  
b) Durchführung eines Caspase 3-Tests an vier aufeinanderfolgenden Tagen 
c) Färbung mit Annexin und PJ  
 
6.2.17.a Färbung mit Diacethylfloureszein und Propidiumjodid 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Es zeigte sich, dass die HSC im Verlauf der Behandlung an Vitalität verloren, indem sich das 
Zellbild ausdünnte (Abb. 6.2.17.a, Reihe 1) und die Zahl der verbliebenen, weiterhin 
anfärbbaren Zellen abnahm (Reihe 2). Propidiumjodid hingegen drang über die Zeit nicht 
Abb. 6.2.17.a   HSC, gefärbt mit DAF und PJ 
 
HSC infiziert mit 1 x 107 pfu Ad-TIMP-tk / ml, inkubiert in 100 µM GCV-Medium; 
an verschiedenen Tagen einer Färbung mit DAF und PJ unterzogen 
 
Rechts: zunächst unbehandelte HSC, die durch Behandlung mit Triton-X100 nekrotisiert wurden 
 2. Tag               3. Tag          5. Tag            5. Tag  
1 
2 
3 
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vermehrt in den Zellkern ein (Reihe 3), was darauf hindeutete, dass es sich hier um kein 
nekrotischen Sterben handelte. Als Kontrolle wurde täglich bei einem Ansatz unbehandelter 
Zellen mit einer 0,1 %igen Tritonlösung Nekrose induziert, die ebenfalls mit DAF und PJ 
gefärbt wurde (rechts; gezeigt ist aus Platzgründen nur der 5.Tag). Es fand eine deutliche 
Anreicherung von PJ in den nekrotischen Kernen statt (rechts, Reihe 3), DAF konnte von 
diesen Zellen nicht mehr metabolisiert werden (rechts, Reihe 2). 
 
6.2.17.b  Messung von Caspase 3 in apoptotischen Zellkulturen 
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Abb. 6.2.17.b.1 Darstellung der Caspase-Expression in HSC über 4 Tage  
 
HSC:   keine Behandlung 
HSC mit GCV:  Inkubation in 100 µM GCV-Medium ohne Virus 
Ad-TIMP-tk:   Infektion mit 5 x 106 pfu Ad-TIMP-tk ohne GCV 
Ad-TIMP-tk mit GCV: Infektion mit 5 x 106 pfu Ad-TIMP-tk; Inkubation in und 100 µM GCV-Medium  
HSC Kontrolle:   HSC, die mit Caspase 3-Inhibitor versetzt sind und als Kontrolle dienen. 
Darunter sind die jeweiligen Stadien des Sterbeverhaltens dargestellt, wie sie mikroskopisch zu beobachten sind. 
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Wenn durch entsprechende Signale in einer Zelle Apoptose ausgelöst wird, so reguliert die 
Zelle unter anderem das zur Apoptose notwendige Enzym Caspase 3 in die Höhe. Über 
biochemische Methoden (ApoAlert® Caspase3 Flourescent Assay Kit, Clontech) ließ sich 
Caspase 3 in den Zellen quantitativ nachweisen.  
Der Nachweis von Caspase 3 zeigte in der Kultur, die mit der Kombination Ad-TIMP-tk / 
GCV behandelt worden war, einen deutlichen Anstieg der Caspase 3 an Tag 4, ein Maximum 
an Tag 5 und schließlich einen beginnenden Abfall an Tag 6. Anhand der Diagramme (Abb. 
6.2.17.b.1 und 6.2.17.b.2) konnte somit eine eindeutige, zeitliche Kinetik des Sterbens der 
HSC nachgewiesen werden, was mit den lichtmikroskopischen Analysen (z. B. Abb. 
6.2.17.b.1, unten) übereinstimmte.  
Die Hochregulation von Caspase 3 bis zum 
5. Tag ließ sich durch die Induktion von 
Apoptose entsprechend der Akkumulation 
von GCV-Triphosphat in den 
virusbefallenen Zellen erklären. Der 
Rückgang der Caspase 3 am  6. Tag 
resultierte aus der schwindenden Zahl an 
Zellen, die weiterhin an der Caspase 3-
Produktion teilnehmen konnten. Es ließ sich 
annehmen, dass mit zunehmender 
Reduktion von HSC auf der Kulturplatte der Anteil der Caspase gegen null absinken würde. 
Zum Vergleich wurden vier Ansätze gewählt:  
1. HSC die ohne Behandlung eine leichte Induktion von Apoptose zeigten, was unter 
Kulturbedingungen den Erwartungen entsprach. 
2. HSC, die in GCV-Medium inkubiert ebenfalls keine erhöhte Apoptoserate zeigten. 
3. HSC, die dem Virus, jedoch nicht dem Medikament ausgesetzt waren und ebenfalls nicht 
stärker als unbehandelte HSC in die Apoptose übergingen. 
5. HSC, die vor der Substratzugabe mit einem Caspase 3-Inhibitor behandelt worden waren, 
so dass die anschließende Inkubation der Zellen mit dem Substrat aufgrund des blockierten 
Enzyms keine Metabolisierung zur Folge haben konnte. Die Messung zeigte dennoch einen 
geringen Nachweis von Substratumsatz, was entweder auf eine unvollständige Blockade der 
Caspase 3 hinwies, oder ein Zeichen für ein mögliches „Grundrauschen“ des Systems sein 
konnte. Trifft Letzteres zu, so können alle Balken in den Diagrammen jeweils um die Höhe 
des letzten Balkens verkleinert betrachtet werden.  
a
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Das Ergebnis bewies molekularbiologisch die Induktion von Apoptose durch die Behandlung 
von HSC mit Ad-TIMP-tk unter Applikation von GCV im Medium. Es schloss einen 
zusätzlichen, nekrotischen Sterbevorgang nicht aus. 
 
6.2.17.c Färbung mit Annexin und Propidiumjodid 
Um einen nekrotischen Anteil bei dem Sterbevorgang auszuschließen, schloss sich eine 
Färbung mit Annexin und PJ an. In diesem Verfahren lassen sich Zellen in Apoptose mit dem 
Farbstoff Annexin grün färben, Zellen in Nekrose bzw. in der späten Apoptose lagern 
hingegen nur PJ ein. Am 4. Tag post infectionem wurden sowohl die im Sterben begriffenen 
HSC als auch die gesunden HSC mit Propidiumjodid und Annexin einem Färbeverfahren 
unterzogen. Nekrotische Zellen färbten sich rot, apoptotische Zellen grün, lebende Zellen gar 
nicht (Abb. 6.2.17). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Das Ergebnis bewies zytologisch die Induktion von Apoptose durch die Behandlung von HSC 
mit Ad-TIMP-tk unter Applikation von GCV im Medium. Es schloss einen zusätzlichen, 
nekrotischen Sterbevorgang aus.  
 
 
a 
c 
Abb. 6.2.17  HSC; Färbung mit Annexin und Propidiumjodid 
 
a bis d:   infiziert mit 5 x 107 pfu Ad-TIMP-tk / ml; inkubiert in 100 µM GCV; Färbung am 4. Tag post infectionem, 
 verschiedene Vergrößerungen;  b: sichtbares Licht; a, c und d: UV-Licht 
e und f:  unbehandelte HSC  
g und h: HSC, Nekrose induziert mit Triton-X100 
 
b 
d
e 
f 
g 
h 
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6.3   Ergebnisse Tierexperimente 
 
6.3.1 Zielsetzung 
Um die Auswirkungen der suizidalen Gentherapie in vivo zu untersuchen, schloss sich an die 
Arbeit in der Zellkultur ein Tierexperiment mit 30 weißen, männlichen Sprague-Dawley-
Ratten an. In zwei Staffeln à 15 Tieren wurde überprüft, welche Auswirkungen die Ad-TIMP-
tk / Ganciclovir-Therapie sowie ihre Einzelkomponenten auf den Organismus der Ratten, 
insbesondere die (fibrotische) Leber hatten. 
Da es bisher keine vergleichbaren Studien im Tier mit dieser Fragestellung im Hinblick auf 
die Fibroseprophylaxe gab, dienten die Tierexperimente in erster Linie der Erarbeitung von 
Grundlagen. Es galt, ein Nebenwirkungsprofil zu erstellen, um spätere Effekte eindeutig 
auf die eigentliche Therapie zurückführen zu können und sie gegenüber toxisch-viralen bzw. 
toxischen-medikamentösen Wirkungen abzugrenzen. Es wurde sorgfältig eine 
Versuchsanordnung erstellt, die berücksichtigte, welche Schritte und Verfahren sinnvoll und 
möglich waren. Diverse Methoden und Techniken wie beispielsweise Blutentnahmen, 
Analyse der Blutparameter, Virus- und Ganciclovirapplikation und Organaufbereitung 
wurden recherchiert und den Bedingungen entsprechend angepasst. Während der 
Tierexperimente und in der Zeit danach wurden die einzelnen Schritte kritisch beleuchtet und 
modifiziert bzw. ein Verbesserungsvorschlag für künftige Experimente erarbeitet (s. 
Diskussion). 
Im Folgenden werden die einzelnen theoretischen und praktischen Aspekte sowie der Ablauf 
der Tierexperimente dargestellt: 
 
6.3.2 Mögliche Nebenwirkungen  
Als mögliche Nebenwirkungen kamen in Frage (vgl. 28, 49, 50):  
1. Toxizität des Ganciclovir auf den Organismus der Ratten, Focus hier die Leukopoese / 
Granulopoese, aber auch Allgemeineres wie z.B. eine Leberschädigung, 
Unverträglichkeiten oder Abmagerung der Tiere  
2. Unerwünschte Wirkung der Viren, d.h. Leberschädigung auch ohne Medikament über 
einen anderen Mechanismus, immunologische Intoleranz / Entzündungen, 
Unverträglichkeiten oder Abmagerung der Tiere 
3. Blutabnahmen: Induktion einer Anämie, Abmagerung der Tiere 
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6.3.3 Laborwerte 
Neben der Beurteilung der Leberparameter als primär experimentell relevante Größe wurden  
Leukozytenparameter bestimmt, um sie neben der Überwachung der Leukopoese zur Analyse 
von Entzündungsanzeichen heranzuziehen. Zum Ausschluss bzw. zur Früherkennung einer 
Anämie durch die Blutentnahme dienten der Hämoglobinwert sowie die Erythrozyten (-
Indizes). 
 
6.3.4 Blutentnahme 
„Ein Blutentzug von 10 % des Blutvolumens hat keine bedeutsame Wirkung auf das 
Herzauswurfvolumen oder den Blutdruck. (...) Wegen (...) individueller Unterschiede und der 
Schätzungsungenauigkeit sollen einem Tier auf einmal oder innert1 14 Tagen insgesamt nicht 
mehr als 20 % seines Gesamtblutvolumens entzogen werden.“2  
Da alle Ratten, denen für diese Arbeit Blut entnommen wurde, schwerer als 200 g waren, war 
es gestattet, für die Bestimmung der Laborparameter je Ratte und wöchentlicher Blutabnahme 
1 ml Blut zu gewinnen. 
 
Im Labor3 wurden durch Fachpersonal die ausgewählten Parameter bestimmt (Tab. 6.3.3). Es 
gab keine Hinweise darauf, dass mehrmalige Sedierung mit Isofluran, die für die 
Blutentnahme nötig war, erfassbaren Einfluss auf die Versuchsergebnisse hatte.  
 
                                                 
1 innert: schweizerisch für innerhalb 
2 Zitat aus „Information Tierschutz 3.02“ des Bundesamtes für Veterinärwesen (42) 
3 Zentrallabor der RWTH Aachen, Institut für klinische Chemie und Pathobiochemie  
Tierart Körpergewicht Gesamtblutvolumen Entnahmevolumen 
Ratte 
100 g 
200 g 
300 g 
5 - 7 ml 
10 – 14 ml 
15 – 21 ml 
1 ml 
2 ml 
3 ml 
 Parameter Abkürzung Einheit
Bilirubin gesamt  mg/dl 
Bilirubin direkt  mg/dl 
Aspartataminotransferase AST U/l 
Alaninaminotransferase ALT U/l 
γ-Glutamyltransferase γGT U/l 
Leber 
alkalische Phosphatase AP U/l 
Leukozyten  G/l 
Lymphozyten  % 
Leukozyten 
 
 neutrophile Granulozyten Neutrophile % 
Tab. 6.3.4 
Übersicht über 
Entnahme-
volumina bei 
Ratten 
verschiedenen 
Gewichts 
 
Quelle: (42)
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6.3.5 Erste Tierstaffel, experimentelle Anordnung 
 
eosinophile Granulozyten Eosinophile % 
basophile Granulozyten Basophile % 
Leukozyten 
Monozyten  % 
Zellzahl Hämatokrit Hkt l/l 
Erythrozyten  T/l 
Hämoglobin Hb g/l 
mittleres Erythrozyteneinzelvolumen MCV fl 
mittleres korpuskuläres Hämoglobin MCH pg 
Erythrozyten 
mittlere Hämoglobinkonzentration des 
Einzelerythrozyten 
MCHC g/l Ery
Tag 
Ratte 1a, b, c 
Kontrolle 
Ratte 2 a, b, c 
Ad-CMV-GFP
Ratte 3 a, b, c 
Ad-TIMP-tk 
Ratte 4 a, b, c 
GCV 
Ratte 5 a, b, c 
GCV 10fach 
0. Labor, Gewicht  Labor, Gewicht Labor, Gewicht Labor, Gewicht Labor, Gewicht 
4. 200 µl 0,9%iges 
NaCl über die 
Schwanzvene 
Virenapplikation 
3*1010 pfu über 
die Schwanzvene 
Virenapplikation 
3*1010 pfu über 
die Schwanzvene 
Applikation von 
1,5 mg GCV i.p. 
Applikation von 
15 mg GCV i.p. 
5. Beobachtung AZ Beobachtung AZ Beobachtung AZ 1,5 mg GCV i.p., 
Beobachtung AZ 
15 mg GCV i.p., 
Beobachtung AZ 
6. Beobachtung AZ Beobachtung AZ Beobachtung AZ 1,5 mg GCV i.p., 
Beobachtung AZ 
15 mg GCV i.p., 
Beobachtung AZ 
7. Labor, Gewicht, 
Beobachtung AZ 
Labor, Gewicht, 
Beobachtung AZ 
Labor, Gewicht, 
Beobachtung AZ 
Labor, Gewicht, 
Beobachtung AZ, 
1,5 mg GCV i.p. 
 
Labor, Gewicht, 
Beobachtung AZ, 
1,5 mg GCV i.p. 
 
8. Beobachtung AZ Beobachtung AZ Beobachtung AZ 1,5 mg GCV i.p., 
Beobachtung AZ 
15 mg GCV i.p., 
Beobachtung AZ 
9. Beobachtung AZ Beobachtung AZ Beobachtung AZ 1,5 mg GCV i.p., 
Beobachtung AZ 
15 mg GCV i.p., 
Beobachtung AZ 
10. Beobachtung AZ Beobachtung AZ Beobachtung AZ 1,5 mg GCV i.p., 
Beobachtung AZ 
15 mg GCV i.p., 
Beobachtung AZ 
11. Beobachtung AZ Beobachtung AZ Beobachtung AZ 1,5 mg GCV i.p., 
Beobachtung AZ 
15 mg GCV i.p., 
Beobachtung AZ 
12. Beobachtung AZ Beobachtung AZ Beobachtung AZ 1,5 mg GCV i.p., 
Beobachtung AZ 
15 mg GCV i.p., 
Beobachtung AZ 
13. Beobachtung AZ Beobachtung AZ Beobachtung AZ 1,5 mg GCV i.p., 
Beobachtung AZ 
15 mg GCV i.p., 
Beobachtung AZ 
14. Labor, Gewicht, 
Beobachtung AZ 
Labor, Gewicht, 
Beobachtung AZ 
Labor, Gewicht, 
Beobachtung AZ 
Labor, Gewicht, 
Beobachtung AZ, 
1,5 mg GCV i.p. 
 
Labor, Gewicht, 
Beobachtung AZ, 
1,5 mg GCV i.p. 
 
15. Beobachtung AZ Beobachtung AZ Beobachtung AZ 1,5 mg GCV i.p., 
Beobachtung AZ 
15 mg GCV i.p., 
Beobachtung AZ 
Tab. 6.3.3  Auflistung der gemessenen Parameter im Rattenblut 
Fortsetzung der Tabelle   
        auf der nächsten Seite 
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Die ersten drei Tiere (Ratten 1a, 1b und 1c) bekamen unter Isofluran-Inhalationsnarkose 
0,9%ige NaCl-Lösung in die Schwanzvene injiziert. Den Tieren der Gruppe 2 wurden unter 
denselben Bedingungen 3 x 1010 pfu Ad-TIMP-tk Viren über die Schwanzvene appliziert, den 
Tieren der Gruppe 3 dieselbe Menge Ad-CMV-GFP. Den Gruppen 4 und 5 wurde der 
Wirkstoff Ganciclovir intraperitoneal gespritzt, Gruppe 4 bekam 1,5 mg (einfache Menge), 
Gruppe 5 bekam 15 mg (10fache Menge). Die gewählten Applikationsvolumina betrugen 
jeweils 200 µl (Virus, NaCl) bzw. 250 µl (GCV). Das durchschnittliche Standardgewicht der 
Ratten wurde aus Gründen der Praktikabilität auf 300 g festgesetzt und die Applikationsdosis 
auf dieses Gewicht eingestellt. Das entsprach ungefähr einer Virenmenge von 1 x 1011 pfu pro 
kg KG und 5 mg bzw. 50 mg GCV pro kg KG. Die Viruslösungen wurden hierfür auf 1,5 x 
1011 pfu pro ml eingestellt, die GCV-Lösungen auf 6 mg/ml bzw. 60 mg/ml. GCV wurde in 
Pulverform von der Firma Roche bezogen und mit sterilem Wasser verdünnt. Die Lösung 
wurde nach 24 Stunden verworfen und neu angesetzt (50). 
 
6.3.6  Ergebnisse der Blutanalysen 
Im Folgenden werden aus Gründen der Übersichtlichkeit die jeweils gemittelten Werte (da 
drei Tiere je Gruppe) mit ihrer Standartabweichung graphisch präsentiert. In der Tabelle 12.1 
im Anhang sind alle gemessenen Werte einzeln aufgelistet. Als Referenzwerte dienten zum 
einen Literaturangaben aus Sanderson JH, Phillips CE: “An atlas of laboratory animal 
haematology”, Oxford University Press, 1981 (51); zum anderen wurden Werte 
herangezogen, die in der AG Weiskirchen von unbehandelten (bzw. mit NaCl versehenen) 
Spraque Dawley Ratten im Verlauf bestimmt worden waren. Trotz der vergleichsweise 
geringen Tierzahl von n = 65 hatten diese intern ermittelten Werte den Vorteil, unter 
denselben Bedingungen wie bei den Tieren der vorliegenden Arbeit bestimmt worden zu sein.  
 
16. Beobachtung AZ Beobachtung AZ Beobachtung AZ 1,5 mg GCV i.p., 
Beobachtung AZ 
15 mg GCV i.p., 
Beobachtung AZ 
17. Beobachtung AZ Beobachtung AZ Beobachtung AZ 1,5 mg GCV i.p., 
Beobachtung AZ 
15 mg GCV i.p., 
Beobachtung AZ 
18. Ratte töten;  
Organentnahme, 
Labor  
Ratte töten;  
Organentnahme, 
Labor  
Ratte töten;  
Organentnahme, 
Labor  
Ratte töten;  
Organentnahme, 
Labor  
Ratte töten;  
Organentnahme, 
Labor  
Tab. 6.3.5 Behandlungsschema der 1. Tierstaffel 
 
Erläuterung:  Labor = Blutentnahme mit Bestimmung der oben aufgeführten Parameter  
AZ = Allgemeinzustand 
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6.3.6.a  Leberparameter 
Durch eine Monotherapie mit Virus (Gruppen 2 und 3) bzw. GCV (Gruppe 4 und 5) ließ sich 
innerhalb der Leberparameter kein Unterschied zu den Kontrollratten (Gruppe 1) feststellen, 
die lediglich eine 0,9%ige Kochsalzlösung gespritzt bekommen hatten.  
Sowohl Bilirubin gesamt, wie auch die Transaminasen, die γGT und die alkalische 
Phosphatase lagen innerhalb der gewöhnlichen Schwankungsbreite (vgl. 51, 52). Die 
Monotherapie mit Virus bzw. GCV veränderte die Leberenzyme und das Bilirubin der Ratten 
nicht (vgl. Abb. 6.3.6.a). 
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Abb. 6.3.6.a  Darstellung des Verlaufs der  
einzelnen Leberparameter  
 
Gruppe 1: Tiere wurden mit je 200 µl 0,9%iger 
NaCl-Lösung behandelt; kein Virus, 
kein GCV 
Gruppe 2:  Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-
CMV-GFP behandelt; kein GCV 
Gruppe 3:  Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-
TIMP-tk behandelt; kein GCV 
Gruppe 4:  Tiere wurden mit je 1,5 mg Ganciclovir 
behandelt; kein Virus 
Gruppe 5:  Tiere wurden mit je 15 mg Ganciclovir 
behandelt; kein Virus 
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Abb. 6.3.6.b   Darstellung der Entwicklung der Leukozyten und ihrer Subpopulationen  
 
Gruppe 1: Tiere wurden mit je 200 µl 0,9%iger NaCl-Lösung behandelt; kein Virus, kein GCV 
Gruppe 2:  Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-CMV-GFP behandelt; kein GCV 
Gruppe 3:  Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-TIMP-tk behandelt; kein GCV 
Gruppe 4:  Tiere wurden mit je 1,5 mg Ganciclovir behandelt; kein Virus 
Gruppe 5:  Tiere wurden mit je 15 mg Ganciclovir behandelt; kein Virus 
 
6.3.6.b  Leukozyten 
Die Leukozyten dienten als Entzündungsparameter sowie als Anhaltspunkt für eine etwaige 
Depression der Granulopoese durch GCV (bekannte Nebenwirkung beim Menschen). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Leukozyten, insbesondere die Granulozyten, zeichneten sich zwischen den einzelnen 
Tieren sowie in Abhängigkeit zu deren Alter als quantitativ variabel aus. Dieser Umstand 
spiegelte die Normalsituation für Ratten wider (51) und verhält sich beim Menschen nicht 
anders. Die von der AG Weiskirchen ermittelten Referenzwerte lagen bei 4,4 bis 17,4 G/l 
(„Anhang“, Tab. 12.2). Für die erste Gruppe fehlen an Tag 0 die Werte (erster Balken im 
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Diagramm der Abbildung 6.3.6.b). Zur Orientierung können die am selben Tag gemessenen 
anderen Gruppen herangezogen werden – an Tag 0 war schließlich noch keine Ratte 
behandelt. 
Bei Betrachtung der Leukozyten Subpopulationen – lymphozytäre und myeloische Reihe – 
ließ sich an Tag 7 ein geringfügiger Anstieg der Eosinophilen, Basophilen und Monozyten 
erkennen. Dies konnte mit der am 4. Tag durchgeführten i.v. Applikation (bzw. der ersten  
i.p.-Applikationen ab Tag 4) zusammenhängen, d.h. es handelte sich um eine leichte 
unspezifische Reaktion der Tiere. Insgesamt waren jedoch die Werte der weißen 
Blutkörperchen nicht auffällig. Eine signifikante Änderung der Leukozytenwerte konnte 
demnach im Folgenden nicht auf die Einzelwirkung einer Therapiekomponente 
zurückzuführen sein.  
GCV bewirkte in einer Konzentration bis 15 mg pro Ratte keine Depression der 
Granulopoese.  
 
6.3.6.c  Erythrozyten 
Die Erythrozyten und alle auf sie bezogenen Werte (Hb, MCV, MCH, MCHC) waren 
erwartungsgemäß relativ stabil (vgl. 51, 52 und Referenzwerte der AG Weiskirchen im 
„Anhang“, Tab. 12.2). Eine experimentell induzierte Anämie konnte nicht beobachtet 
werden, da das Hämoglobin nicht abfiel (Abb. 6.3.6.c). Weder die Blutentnahmen noch die 
Monotherapie erzeugten eine Anämie. (Werte der Erythrozytenindizes: s. Tab 12.1, Anhang) 
Abb. 6.3.6.c   Entwicklung von Hämoglobin und Erythrozytenzahl   
 
Gruppe 1: Tiere wurden mit je 200 µl 0,9%iger NaCl-Lösung behandelt; kein Virus, kein GCV 
Gruppe 2:  Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-CMV-GFP behandelt; kein GCV 
Gruppe 3:  Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-TIMP-tk behandelt; kein GCV 
Gruppe 4:  Tiere wurden mit je 1,5 mg Ganciclovir behandelt; kein Virus 
Gruppe 5:  Tiere wurden mit je 15 mg Ganciclovir behandelt; kein Virus 
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Abb. 6.3.7   Gewichtsentwicklung der Tiere 
 
Gruppe 1: Tiere wurden mit je 200 µl 0,9%iger 
NaCl-Lösung behandelt; kein Virus, 
kein GCV 
Gruppe 2:  Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-
CMV-GFP behandelt; kein GCV 
Gruppe 3:  Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-
TIMP-tk behandelt; kein GCV 
Gruppe 4:  Tiere wurden mit je 1,5 mg 
Ganciclovir behandelt; kein Virus 
Gruppe 5:  Tiere wurden mit je 15 mg 
Ganciclovir behandelt; kein Virus 
6.3.7 Gewichtsentwicklung und Allgemeinzustand 
Gruppe 1 bis 4 entwickelte sich unter der Behandlung regelrecht, Gruppe 5 (15 mg GCV 
täglich i.p.) hingegen stagnierte in der Gewichtszunahme (Abb. 6.3.7). Ab dem zwölften 
Behandlungstag zeigten die Ratten der Gruppe 5 Auffälligkeiten wie Scheu, fehlende Neugier 
und Bewegungsarmut. Während der GCV-Applikation – die nicht unter Narkose stattfand - 
waren die Ratten beider Gruppen nicht sehr „kooperativ“. Beide Gruppen zeigten Schmerz 
während des Einstroms der GCV-Lösung, als würde die Flüssigkeit stark drücken oder 
brennen. Die Gruppe 4 zeigte aber im Anschluss 
keine Verhaltensveränderungen.  
Gewichtsabnahme bei Tieren deutet im 
allgemeinen auf ein mangelndes Wohlbefinden 
oder Krankheit hin. Da sich in den Blutanalysen 
und Gewebeschnitten (s.u.) kein Hinweis auf 
eine konkrete Nebenwirkung der GCV-
Behandlung nachweisen ließ, muss von einer 
anderen (psycho-) somatischen Schädigung 
ausgegangen werden. Generell ging es den 
Tieren, die zu zweit gehalten wurden besser als 
den Tieren, die alleine saßen.  
Da die Therapie den Ratten der Gruppe 5 nicht 
gut bekam, wurde eine Behandlung mit einer 
Dosis von 15 mg GCV in der zweiten Staffel 
aus ethischen und experimentellen Gründen 
abgelehnt. Die tägliche Applikation von GCV in einer Konzentration von 1,5 mg pro Ratte 
zeigte keine sichtbaren oder messbaren Nebenwirkungen, mit denen eine Veränderung der 
Parameter in der zweiten Tierstaffel hätte erklärt werden konnte.  
 
6.3.8 Blutausstriche 
Am 18.Tag des Experiment wurden alle Tiere getötet. Neben der üblichen Blutanalyse im 
Labor wurden zudem Blutausstriche angefertigt (Daten nicht gezeigt) sowie die Leber und die 
Niere entnommen und konserviert. Es gab im Vergleich der Gruppen untereinander (Referenz: 
Gruppe 1) sowie im Vergleich zu Blutausstrichen von Ratten aus der Literatur (51) keine 
morphologischen Auffälligkeiten in diesen Ausstrichen.  
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6.3.9 Gewebeanalyse  
In der Hämalaun-Eosin-Färbung (HE) zeigte sich normales Lebergewebe (Abb. 6.3.9.a) bzw. 
Nierengewebe (Abb. 6.3.9.b). Die Ausschnitte zeigen in verschiedenen Vergrößerungen 
einen Überblick, d. h. die Schnitte einiger Tiere zeigen Zentralvenen, bei anderen ist das 
Portalfeld fokussiert, wieder andere zeigen im Detail das Parenchym.  
 
6.3.9.a  Schnittbilder der Lebern der Gruppen 1 bis 5; HE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1a
Leber aus der Gruppe 1, HE 
Tiere wurden mit je 200 µl 0,9%ige NaCl-Lösung behandelt; kein Virus, kein GCV 
2c
Leber aus der Gruppe 2, HE 
Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-CMV-GFP behandelt; kein GCV 
3b
Leber aus der Gruppe 3, HE 
Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-TIMP-tk behandelt; kein GCV 
4c
Leber aus der Gruppe 4, HE 
Tiere wurden mit je 1,5 mg Ganciclovir behandelt; kein Virus 
 
Fortsetzung der Abbildung  
           auf der nächsten Seite 
 
________________________________________________   ERGEBNISSE, TIEREXPERIMENTE 
 
93
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Analyse der Schnittbilder ließen in allen Gruppen die Integrität des Parenchyms 
erkennen, d. h. es lag keine Fibrosierung vor und die Zyto-Architektur war erhalten (Abb. 
6.3.9.a). Es lag keine Entzündung vor. In einigen Gefäßen waren Erythrozyten zu erkennen. 
Die Detailbetrachtung zeigte in allen Gruppen normale Hepatozyten mit runden Zellkernen 
und eosinophilem Zytoplasma. Die Scholligkeit des Zytoplasmas war durch ein 
Konservierungsartefakt bedingt. Die Anzahl der Gallengänge in den Portalfeldern war nicht 
erhöht. (Vgl. Junqueira, Carneiro: „Histologie“, Springer-Verlag, 1996, (53), zwischen 
Ratten- und Menschenlebern bestehen in den beobachteten Punkten lichtmikroskopisch keine 
relevanten Unterschiede.) 
 
6.3.9.b  Schnittbilder der Nieren der Gruppen 1 bis 5; HE  
Es sollte ein weiteres Organe neben der Leber untersucht werden, um zu überprüfen, 
inwieweit sich das Adenovirus tatsächlich hepatotroph verhielt. Die Wahl fiel auf die Niere, 
da hier eine etwaige hämatogene Infektion leicht möglich gewesen wäre. Überdies war die 
Niere in Hinblick auf Ganciclovir interessant, da die Substanz renal eliminiert wurde und ggf. 
toxische Wirkung entfalten konnte (28, 50). 
Das Nierengewebe zeigte ebenfalls keine Auffälligkeiten. Die Glomeruli zeichneten sich 
durch eine intakte Bowmansche Kapsel und eine gewöhnliche lichtmikroskopische Struktur 
aus. Die Anzahl der Glomeruli im Rindenbereich war normal. Der Mark-Anteil des 
Parenchyms war ebenfalls unauffällig (Abb. 6.3.9.b, nächste Seite) (vgl. 53). 
Weitere Analysen, wie z.B. Westernblot der Gewebeproteine, schlossen sich der Auswertung 
der zweiten Tierstaffel an. 
 
 
 
5c 
Leber aus der Gruppe 5, HE 
Tiere wurden mit je 15 mg Ganciclovir behandelt; kein Virus 
 
Abb. 6.3.9.a   Leberschnitte der Gruppen 1 bis 5, HE-Färbung 
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3a Rinde 
3b Mark 4c Mark 
1a Mark 
1b Rinde 
2b Mark 
2c Rinde 
Nieren der Gruppe 1, HE, Mark und Rinde 
 
Tiere wurden mit je 200 µl 0,9%iger NaCl-Lösung 
behandelt; kein Virus, kein GCV 
Nieren der Gruppe 2, HE, Mark und Rinde 
 
Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-CMV-GFP behandelt; 
kein GCV 
4a Rinde 
5a Rinde 5b Mark 
Nieren der Gruppe 3, HE, Mark und Rinde 
 
Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-TIMP-tk 
behandelt; kein GCV 
Nieren der Gruppe 4, HE, Mark und Rinde 
 
Tiere wurden mit je 1,5 mg Ganciclovir behandelt; 
kein Virus 
Nieren der Gruppe 5, HE, Mark und Rinde 
 
Tiere wurden mit je 15 mg Ganciclovir behandelt; kein Virus 
 
 
Abb. 6.3.9.b  Nierenschnitte der Gruppen 1 bis 5, HE-Färbung 
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6.3.10 Fazit des Nebenwirkungsprofils 
Die Applikation der Viren Ad-TIMP-tk und Ad-CMV-GFP in den Konzentrationen von 3 x 
1010 pfu pro Ratte, sowie die Anwendung von einmal täglich Ganciclovir i.p. in einer 
Konzentration von 1,5 mg pro Ratte, veränderte die in dieser Arbeit untersuchten Parameter 
Blutbild, Blutausstrich, Histologie Leber / Niere (HE), Gewicht und Allgemeinzustand nicht. 
Eine Veränderung dieser Parameter in der zweiten Tierstaffel wäre somit nur auf einen 
direkten Effekt der Kombinationstherapie zurückzuführen.  
Die Konzentration von 15 mg GCV pro Ratte erfüllte diese Kriterien nicht, es ergaben sich 
Veränderungen im Bereich Gewicht und Allgemeinzustand der Ratte, was bedeutete, dass die 
Anwendung nebenwirkungsbelastet war, wodurch sie für die Kombinationstherapie nicht in 
Frage kam. 
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Tab. 6.3.11  Behandlungsschema der zweiten Staffel, Rattengruppen 6 bis 10 
 
Erläuterung:  Labor = Blutentnahme mit Bestimmung der oben aufgeführten Parameter  
AZ = Allgemeinzustand 
GGL = Gallengangsligatur 
6.3.11 Zweite Tierstaffel, experimentelle Anordnung  
 
In der zweiten Staffel – erneut mit 15 Tieren in 5 Gruppen (6, 7, 8, 9 und 10) - kam die 
Kombinationstherapie Virus / GCV zum Einsatz. Siehe hierzu Tabelle 6.3.11. 
Um die Therapie mit und ohne Leberfibrose durchführen zu können, wurde bei drei 
Rattengruppen der Gallengang unterbunden, was eine Fibroseentwicklung zur Folge hatte. 
Den Gruppen 6, 8 und 10 wurde der Gallengang ligiert, den Gruppen 7 und 9 nicht. Gruppe 6 
Tag 
Ratte 6 a, b, c, 
kein Virus 
GGL und GCV 
Ratte 7 a, b, c 
CMV-GFP 
mit GCV 
Ratte 8 a, b, c, 
CMV-GFP 
mit GGL 
Ratte 9 a, b, c 
Ad-TIMP-tk  
mit GCV 
Ratte 10 a, b, c 
Ad-TIMP-tk 
mit GGL und 
GCV 
0 Labor, Gewicht Labor, Gewicht Labor, Gewicht Labor, Gewicht Labor, Gewicht 
4 Gewicht, 
Applikation von 
0,9% NaCl i.v., 
GCV 
Gewicht, 
Applikation von 
3x1010 pfu i.v., 
GCV i. p. 
Gewicht, 
Applikation von 
3x1010 pfu i.v. 
Gewicht, 
Applikation von 
3x1010 pfu i.v, 
1,5 mg GCV i. p. 
Gewicht, 
Applikation von 
3x1010 pfu i.v., 
1,5 mg GCV i. p.
5 GGL 
Beobachtung 
AZ, GCV 
Beobachtung 
AZ, GCV 
GGL 
Beobachtung AZ
Beobachtung 
AZ, GCV 
GGL 
Beobachtung 
AZ, GCV 
6 Beobachtung 
AZ, GCV 
Beobachtung 
AZ, GCV 
Beobachtung AZ Beobachtung 
AZ, GCV 
Beobachtung 
AZ, GCV 
7 Labor, 
Beobachtung AZ 
Gewicht 
Ratte töten; 
Labor; 
Organentnahme 
Ratte töten; 
Labor; 
Organentnahme 
Labor, 
Beobachtung AZ 
Gewicht 
Labor, 
Beobachtung AZ 
Gewicht 
8 Beobachtung 
AZ, GCV 
  Beobachtung 
AZ, GCV 
Beobachtung 
AZ, GCV 
9 Beobachtung 
AZ, GCV 
  Beobachtung 
AZ, GCV 
Beobachtung 
AZ, GCV 
10 Labor, Gewicht, 
AZ, GCV 
  Labor, Gewicht 
Beobachtung 
AZ, GCV 
Labor, Gewicht 
Beobachtung 
AZ, GCV 
11 Beobachtung 
AZ, GCV 
  Beobachtung 
AZ, GCV 
Beobachtung 
AZ, GCV 
12 Beobachtung 
AZ, GCV 
  Beobachtung 
AZ, GCV 
Beobachtung 
AZ, GCV 
13 Beobachtung 
AZ, GCV 
  Beobachtung 
AZ, GCV 
Beobachtung 
AZ, GCV 
14 Ratte töten; 
Labor, 
Organentnahme 
  Ratte töten; 
Labor, 
Organentnahme 
Ratte töten; 
Labor, 
Organentnahme 
 
________________________________________________   ERGEBNISSE, TIEREXPERIMENTE 
 
97 
  
bekam neben der Gallengangsligatur (GGL) täglich 1,5 mg GCV i.p. gespritzt, und diente zur 
Kontrolle der Auswirkung des Medikamentes bei Leberfibrose.  
Gruppe 7 diente als Virus-Kontrolle: Ad-CMV-GFP in Kombination mit GCV unter der 
Fragestellung, ob ein hepatotrophes Adenovirus an sich mit Ganciclovir interferierte. Möglich 
wäre ja gewesen, dass die bloße Anwesenheit eines Adenovirus ohne therapiebezogenes 
Insert die Auswirkungen von GCV auf den Organismus der Ratte verändert hätte (vgl. hierzu 
Erkenntnisse der thin layer chromatography, Ergebnisse 6.2.15). 
Die Tiere der Gruppe 8 wurde gallengangsligiert und mit Ad-CMV-GFP behandelt. Arbeiten 
aus der AG Weiskirchen hatten ergeben, dass Virus unter GGL-Bedingungen deutlich 
schlechter in der fibrotischen Leber akkumulierte als in einer gesunden Leber (4). Gruppe 9 
erhielt die Kombinationstherapie Ad-TIMP-tk plus GCV bei intakter Leber. Die Gruppe 10 
wurde unter Fibrosebedingungen mit der Kombinationstherapie behandelt.  
Die Gruppen 7 und 8 wurden deutlich früher getötet, schon am 7.Tag des Experiments. Der 
Grund hierfür waren Erfahrungen der AG Weiskirchen, dass GFP in der Leber am besten 
wenige Tage nach der Injektion der Viren nachgewiesen werden konnte (36). Eine längere 
Behandlung war für diese beiden Gruppen nicht indiziert.  
Eine zusätzliche Blutentnahme von ca. 600 µl am 10. Behandlungstag erfolgte bei den Ratten 
der Gruppen 6, 9 und 10, da es Hinweise darauf gab, dass bei akuter Leberschädigung (z.B. 
durch GGL) die Leberwerte in den ersten Tagen maximal anstiegen und danach wieder 
abfielen (54). Zwecks Detektion dieses kurzfristigen Anstiegs war es nötig, das Blutabnahme-
Fenster von einer Woche einmalig zu verkleinern.  
 
6.3.12 Ergebnisse der Blutanalysen 
Da die Gruppen 7 und 8 am 7.Tag getötet wurden (2.Tag post OP), lagen für die Tage 11 und 
14 nur die Werte der Gruppen 6, 9 und 10 vor (Abb. 6.3.12.a, 6.3.12.b, 6.3.12.c und 6.3.13 ). 
 
6.3.12.a Leberparameter 
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Der Anstieg der Leberparameter bei den fibrotischen Tieren war unverkennbar (Abb. 
6.3.12.a). Der Anstieg des Bilirubins, vornehmlich des mit Glucuronsäure konjugierten 
Bilirubins, spiegelte den durch den Gallenstau verursachten posthepatischen Ikterus wieder. 
Die Erhöhung des Bilirubins bestand – wie zu erwarten war – bis zum Ende des Experimentes 
fort. Bei den nicht-fibrotischen Ratten verhielt sich Bilirubin gesamt unauffällig, eine 
Bestimmung des direkten Bilirubin war deswegen nicht sinnvoll. Die Leberenzyme ALT 
(Alaninaminotransferase), AST (Aspartataminotransferase) und AP (alkalische Phosphatase) 
stiegen unter Fibrose individuell unterschiedlich aber dennoch auffallend stark an. Dabei war 
der Anstieg am 2. Tag post OP (7. Tag des Experimentes) maximal und fiel zu den folgenden 
Messungen wieder ab. Es wurden Spitzenwerte von ALT 524 [U/l] (Ratte 6c), AST 811 [U/l] 
(Ratte 6c) und AP 1478 [U/l] / Ratte 10a) erreicht. Es war aber nicht auszuschließen, dass die 
Werte am Vortag oder an den Tagen danach noch höher lagen, da nicht jeden Tag Blut 
abgenommen werden konnte. 
 
 
Abb. 6.3.12.a   Darstellung des Verlaufs der Leberparameter  
 
Gruppe 6: Tiere wurden mit je 1,5 mg GCV und einer GGL behandelt; kein Virus 
Gruppe 7. Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-CMV-GFP und 1,5 mg GCV behandelt; keine GGL 
Gruppe 8: Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-CMV-GFP und einer GGL behandelt; kein GCV 
Gruppe 9: Tiere wurden mit je 1,5 mg GCV und 3 x 1010 pfu Ad-TIMP-tk behandelt; keine GGL 
Gruppe 10: Tiere wurden mit je 1,5 mg GCV, 3 x 1010 pfu Ad-TIMP-tk und einer GGL behandelt 
 
Tag 11 und Tag 14 ohne Werte der Gruppen 7 und 8, da für diese das Experiment schon am 7.Tag endete  
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Die Höhe des Aktivitätsanstieges der Leberenzyme im Serum korreliert beim Menschen mit 
dem Ausmaß der Schädigung der Hepatozyten. Dabei gilt, dass zytoplasmatisch lokalisierte 
Enzyme leichter freizusetzen sind als mitochondrial gebundene (Abb. 6.3.12.a). Eine 
Erhöhung der AP wird insbesondere nach Cholestase beschrieben (55) und korreliert mit 
deren Ausmaß. Es war davon auszugehen, dass diese Grundprinzipien der Parameteranalyse 
auf Ratten übertragbar waren. 
Die γGT stieg bei den Tieren unter Fibrose unterschiedlich aber deutlich an bis zu Tag 11, 
sank dann bei der Gruppe 10 durchschnittlich, wohingegen Gruppe 6 durchschnittlich leicht 
steigende γGT aufwies. Nach einzelnen Ratten aufgeschlüsselt wurde deutlich, dass Anstieg 
und Abfall am 14. Tag nicht abhängig von der Gruppe, sondern individuell bei jedem Tier 
anders waren (vgl. Anhang, Tab. 12.1). Die Aktivitätserhöhung der γGT im Serum gilt als 
der sensitivste Indikator einer hepatobiliären Erkrankung (55). Ihr Anstieg in der vorliegenden 
Arbeit unterstrich den Erfolg des operationsinduzierten Gallenstaus. 
 
6.3.12.b Leukozyten 
Bei den Gruppe 6 und 10 ließ sich ein deutlicher Anstieg der Leukozyten beobachten (Abb. 
6.3.12.b.1). Besonders stark erhöhten sich die Werte der Ratte 6a von 11,1 auf 28,2 G/l und 
die der Ratte 10b sogar von 11,9 auf 38,1 G/l (Anhang, Tab. 12.1). Aufgegliedert nach ihren 
Subpopulationen stiegen die Neutrophilen und die Monozyten deutlich an, wohingegen die 
Lymphozyten deutlich abfielen. Die Basophilen erhöhten sich bei der Gruppe 10 und sanken 
bei der Gruppe 6, die Lymphozyten stagnierten (Abb. 6.3.12.b.1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Enzym subzelluläre Lokalisation Halbwertszeit im Serum 
ALT 85% Zytoplasma 
15% Mitochondrien 
47 ± 10 Stunden 
AST 80% Mitochondrien 
20% Zytoplasma 
17 ± 5 Stunden 
AP an die Zellmembran gebunden  
Tab. 6.3.12.a   
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Abb. 6.3.12.b.1  Darstellung des Verlaufs der Leukozyten und ihrer Subpopulationen  
 
Gruppe 6: Tiere wurden mit je 1,5 mg GCV und einer GGL behandelt; kein Virus 
Gruppe 7. Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-CMV-GFP und 1,5 mg GCV behandelt; keine GGL 
Gruppe 8: Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-CMV-GFP und einer GGL behandelt; kein GCV 
Gruppe 9: Tiere wurden mit je 1,5 mg GCV und 3 x 1010 pfu Ad-TIMP-tk behandelt; keine GGL 
Gruppe 10: Tiere wurden mit je 1,5 mg GCV, 3 x 1010 pfu Ad-TIMP-tk und einer GGL behandelt 
 
Tag 11 und Tag 14 ohne Werte der Gruppen 7 und 8, da für diese das Experiment schon am 7.Tag endete 
 
Die Gruppe 8, deren Tiere ebenfalls fibrotisch waren, zeigte tendenziell dieselbe Entwicklung 
wie die Gruppen 6 und 10. Die nicht operierten Tiere der Gruppe 7 und 9 zeigten keine 
signifikanten Veränderungen in ihrem weißen Blutbild. Geschlossen werden kann daraus, 
dass über eine leichte unspezifische Entzündung hinaus hier vor allem die fibrosebedingte 
Entzündung der Leber die Leukozyten beeinflusste. 
 
6.3.12.c  Erythrozyten 
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Abb. 6.3.12.c  Darstellung des Verlaufs von Hämoglobin und Erythrozytenzahl  
 
Gruppe 6: Tiere wurden mit je 1,5 mg GCV und einer GGL behandelt; kein Virus 
Gruppe 7. Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-CMV-GFP und 1,5 mg GCV behandelt; keine GGL 
Gruppe 8: Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-CMV-GFP und einer GGL behandelt; kein GCV 
Gruppe 9: Tiere wurden mit je 1,5 mg GCV und 3 x 1010 pfu Ad-TIMP-tk behandelt; keine GGL 
Gruppe 10: Tiere wurden mit je 1,5 mg GCV, 3 x 1010 pfu Ad-TIMP-tk und einer GGL behandelt   
Tag 11 und Tag 14 ohne Werte der Gruppen 7 und 8, da für diese das Experiment schon am 7.Tag endete 
 
6.3.13  Gewichtsentwicklung und Allgemeinzustand 
 
Deutlich wurde, dass das Gewicht jener Ratten, die eine Fibrose aufgrund der 
Gallengangsligatur bekamen, sich deutlich schlechter entwickelte (Abb. 6.3.13). Die Ratten 
wirkten zunehmend magerer, da sie wuchsen, aber nicht an Gewicht zunahmen. Dieser 
Umstand war erwartet worden. Im Vergleich von Kontrollgruppe 6 (nur GGL und GCV) zur 
Therapiegruppe 10 (GGL plus Ad-TIMP-tk plus GCV) zeigte sich auch hier kein signifikanter 
Unterschied. Die Nicht-Fibrose Gruppen 7 und 9 entwickelten sich normal. Das Verhalten der 
fibrotischen Tiere unterschied sich von den anderen: Ab dem 10. Behandlungstag (6. Tag 
nach der ersten GCV-Applikation, 5. Tag post OP) wurden die Tiere der Gruppe 6 und 10 
auffällig durch fehlende Neugier und Ängstlichkeit. Mit der Zeit wurden die Ratten 
bewegungsärmer, ihr Fell wurde struppig, sie zeigten zunehmend Scheu, und einige hockten 
häufig in einer Buckelstellung in ihrer Box. Vereinzelt konnten an manchen Tagen „rote 
Nasen“ beobachtet werden, ein Zeichen, dass die Ratten sich nicht ausreichend putzten - 
häufig ein Hinweis auf Schmerzen. Der Kot der fibrotischen Tiere war hellbraun und 
imponierte trocken und hölzern, der Urin war gelb-braun verfärbt. Die Ratten der Gruppe 9 
waren hingegen lebhaft und neugierig, selbst die tägliche GCV-Applikation beeinträchtigte 
ihren Allgemeinzustand nicht, abgesehen von den Schmerzen während der Applikation.  
 
Abb. 6.3.13  Gewichtsentwicklung der Ratten 
 
Gruppe 6: Tiere wurden mit je 1,5 mg GCV und 
einer GGL behandelt; kein Virus 
Gruppe 7. Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-
CMV-GFP und 1,5 mg GCV 
behandelt; keine GGL 
Gruppe 8: Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-
CMV-GFP und einer GGL behandelt; 
kein GCV 
Gruppe 9: Tiere wurden mit je 1,5 mg GCV und 3
x 1010 pfu Ad-TIMP-tk behandelt; 
keine GGL 
Gruppe 10: Tiere wurden mit je 1,5 mg GCV,        
3 x 1010 pfu Ad-TIMP-tk und einer 
GGL behandelt 
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6.3.14. Gewebeanalyse 
 
6.3.14.a Schnittbilder der Lebern der Gruppen 6 bis 10; SR 
Es wurden histologische Schnitte der in Formalin konservierten Leberanteile gefertigt und mit 
Hämalaun-Eosin (HE) und Sirius Red (SR) gefärbt. Sirius Red stellte kollagene Fasern, d. h. 
die Fibrosierung von Gewebe, besonders gut dar. Die Bilder (Abb. 6.3.14) zeigen Ausschnitte 
aus den Sirius Red gefärbten Lebern aller Gruppen und Tiere. Deutlich erkenntlich war die 
Fibrosierung der Leber bei den Tieren mit Gallengangsligatur (GGL). Dies betraf die Tiere 
der Gruppe 6, 8 und 10, wobei Gruppe 8 am zweiten Tag nach Ligatur und die Gruppen 6 und 
10 am neunten Tag nach Ligatur getötet worden waren.  
Die Lebern der Gruppen 6 und 10 ließen deutliche Veränderungen erkennen: Es zeigten sich 
cholestatisch bedingt ausgedehnte Galllengangsproliferationen bei portal betonter Fibrose mit 
vereinzelten Maschendrahtnekrosen. Beide Fibrosen waren als Grad 2 einzustufen („Staging 
of chronic Hepatitis“, Batts KP, Ludwig J, (56)). Gruppe 8, getötet am 2. Tag post OP, zeigte 
Ansätze einer Fibrose, die Gruppen 7 und 9 waren unauffällig. Die Lebern der Gruppe 10 
ließen keinen Therapieerfolg erkennen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6a Leber 
6b 6c 
Lebern der Gruppe 6, SR; Leberisolation am 9. Tag nach Gallengangsligatur 
 
Tiere wurden mit je 1,5 mg GCV und einer GGL behandelt; kein Virus 
 
7a Leber 
Fortsetzung der Abbildung   
           auf der nächsten Seite
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8a Leber 
8b 8c 
Lebern der Gruppe 8, SR; Leberisolation am 2. Tag nach Gallengangsligatur 
 
Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-CMV-GFP und einer GGL behandelt; kein GCV 
9b 9c
10a Leber 
9a Leber 
Lebern der Gruppe 9, SR; keine Fibrose 
 
Tiere wurden mit je 1,5 mg GCV und 3 x 1010 pfu Ad-TIMP-tk behandelt; keine GGL 
Lebern der Gruppe 7, SR, keine Fibrose 
 
Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-CMV-GFP und 1,5 mg GCV behandelt; keine GGL 
 
7b 7c 
Fortsetzung der Abbildung   
           auf der nächsten Seite
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6.3.14.b Schnittbilder der Lebern der Gruppen 6 bis 10; HE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
10c10b 
Lebern der Gruppe 10, SR;  Leberisolation am 9. Tag nach Gallengangsligatur 
 
Tiere wurden mit je 1,5 mg GCV, 3 x 1010 pfu Ad-TIMP-tk und einer GGL behandelt 
 
Abb. 6.3.14.a Leberschnitte der Rattengruppen 6 bis 10, Sirius Red Färbung zur Darstellung von Kollagen 
 
6a Leber 
Lebern der Gruppe 6, HE, Leberisolation am 9. Tag nach Gallengangsligatur 
 
Tiere wurden mit je 1,5 mg GCV und einer GGL behandelt; kein Virus 
 
Lebern der Gruppe 7, HE, keine Fibrose 
 
Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-CMV-GFP und 1,5 mg GCV behandelt; keine GGL 
 
8c Leber 
Lebern der Gruppe 8, HE, Leberisolation am 2. Tag nach Gallengangsligatur 
 
Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-CMV-GFP und einer GGL behandelt; kein GCV 
 
Fortsetzung der Abbildung   
           auf der nächsten Seite
7b Leber 
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Die Lebern der Gruppe 6 und Gruppe 10 zeigten diskrete periportale Entzündungsreaktionen, 
im Parechym ließen sich Narbenknötchen erkennen (Abb. 6.3.14.b). Beide Gruppen waren 
dem Entzündungsgrad 2 zuzuordnen (56). Der schollige Charakter des Zytoplasmas der 
Gruppen 7 und 9 war auf Konservierungsartefakte zurückzuführen. Bei Gruppe 8 ließen sich 
kaum Entzündungszeichen entdecken, die Lebern der Gruppen 7 und 9 waren regelhaft. 
 
6.3.14.c Schnittbilder der Nieren der Gruppen 6 bis 10; HE  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6b Mark 
6a Rinde 
Nieren der Gruppe 6, HE, Mark und Rinde 
 
Tiere wurden mit je 1,5 mg GCV und einer GGL 
behandelt; kein Virus 
7c Rinde 
7a Mark 
Nieren der Gruppe 7, HE, Mark und Rinde 
 
Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-CMV-GFP und 
1,5 mg GCV behandelt; keine GGL 
10c Leber 
Lebern der Gruppe 9, HE, keine Fibrose 
 
Tiere wurden mit je 1,5 mg GCV und 3 x 1010 pfu Ad-TIMP-tk behandelt; keine GGL 
 
Lebern der Gruppe 10, HE, Leberisolation am 9. Tag nach Gallengangsligatur 
 
Tiere wurden mit je 1,5 mg GCV, 3 x 1010 pfu Ad-TIMP-tk und einer GGL behandelt 
 
Abb. 6.3.14.b    Leberschnitte der Rattengruppen 6 bis 10, HE 
9b  Leber 
Fortsetzung der Abbildung   
           auf der nächsten Seite
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Abb. 6.3.14.c zeigt anhand einiger repräsentativer Schnitte Rinden- und Markanteile 
einzelner Tiere. Die Nierengewebe aller Gruppen erscheinen regelrecht (vgl. erste Tierstaffel), 
aufgrund von Konservierungsartefakten wirkt das Zytoplasma bisweilen leicht „grisselig“. 
 
6.3.15 Auswertung der Blutausstriche 
Die Blutausstriche wiesen keine für Ratten untypische Zellmorphologie auf (51). Die 
Zellverteilung entsprach den quantitativen Labor-Analysen aus dem EDTA-Blut (s.o). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Nieren der Gruppe 8, HE, Mark und Rinde 
 
Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-CMV-GFP und 
einer GGL behandelt; kein GCV 
9b Rinde 
9c Mark 
Nieren der Gruppe 9, HE, Mark und Rinde 
 
Tiere wurden mit je 1,5 mg GCV und 3 x 1010 pfu Ad-
TIMP-tk behandelt; keine GGL 
10c Mark 10 b Rinde 
Nieren der Gruppe 6, HE, Mark und Rinde 
 
Tiere wurden mit je 1,5 mg GCV, 3 x 1010 pfu Ad-TIMP-tk und einer GGL behandelt 
 
Abb. 6.3.14.c    Nierenschnitte der Rattengruppen 6 bis 10, HE 
6
 
6b 6b 6a 
Blutausstriche der Gruppe 6 
 
Tiere wurden mit je 1,5 mg GCV und einer GGL behandelt; kein Virus 
8a Rinde 
8c Mark 
Fortsetzung der Abbildung   
           auf der nächsten Seite
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6.3.16 Versuch des Nachweises der Thymidinkinase im Lebergewebe über Westernblot 
Die Abbildung 6.3.16.a zeigt einen Westernblot, in dem Proteinlysate der Rattengruppen 3 
(erste Staffel), 6, 9 und 10 (zweite Staffel) aufgetragen sind. Einzig die Gruppe 6 hatte kein 
Virus erhalten, den Tieren der Gruppen 3, 6 und 9 war 3 x 1010 pfu Ad-TIMP-tk gespritzt 
worden. Es sind die c-Tiere aller Gruppen aufgetragen, die Lysate von Lebern und Nieren 
wechseln sich ab. Die a- und b- Tiere wurden jeweils auf anderen Blots zusammengefasst. Für 
10a
7a 7a 7a 
10c 10b 
Abb. 6.3.15   Blutausstriche der Gruppen 6 bis 10 
 
7c 
Blutausstriche der Gruppe 7 
 
Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-CMV-GFP und 1,5 mg GCV behandelt; keine GGL 
10c 
Blutausstriche der Gruppe 10 
 
Tiere wurden mit je 1,5 mg GCV, 3 x 1010 pfu Ad-TIMP-tk und einer GGL behandelt 
8b 8b 8c 8c 
Blutausstriche der Gruppe 8 
 
Tiere wurden mit je 3 x 1010 pfu Ad-CMV-GFP und einer GGL behandelt; kein GCV 
 
9c 9a 9c 9b 
Blutausstriche der Gruppe 9 
 
Tiere wurden mit je 1,5 mg GCV und 3 x 1010 pfu Ad-TIMP-tk behandelt; keine GGL 
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die die Demonstration des Ergebnisses genügt einer der drei Blots, denn es finden sich 
nirgendwo tk-Signale in den einzelnen Spuren, lediglich die Positivkontrolle (ein 
transfiziertes Zelllysat) ließ sich detektieren. Quantitativ sind die aufgetragenen 
Proteinmengen der Organ-Lysate nicht äquivalent zu dem Zelllysat der Positivkontrolle. 
Anhand der Ponceau S Färbung 
war nachzuvollziehen, dass eine 
etwa doppelte Menge an 
Proteinen in den Organ-Lysate 
aufgetragen wurde im Vergleich 
zu dem Zelllysat (in Abb. 
6.3.16.a nicht mehr zu 
erkennen). Allerdings war zu 
berücksichtigen, dass im Falle 
des Zelllysates das Verhältnis 
von tk zu anderen Proteinen 
sehr günstig ausfiel. Im Falle 
der Leberlysate dominierten 
quantitativ deutlich die üblichen 
Leberproteine, da die tk nur in 
der kleinen Population aktivierter HSC gebildet werden konnte. Bei der Tiergruppe 6 (keine 
Virusapplikation) sowie ggf. allen 
Nierenproben war keine tk-
Antwort zu erwarten, jedoch hätte 
bei den Gruppen 3, 9 und 10 die 
Thymidinkinase in den Lebern bei 
ausreichender Sensitivität des 
Verfahrens bzw. des Antikörpers 
nachweisbar sein sollen. 
Das gleiche Problem ergab sich bei 
den Westernblots, bei denen in den 
Leberlysaten der Tiere 2, 7 und 8 
GFP nachgewiesen werden sollte. 
Die Gruppe 1 wurde als 
Negativkontrolle mitgeführt, die 
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Abb. 6.3.16.b  Westernblot 
Nachweis von GFP in Ratten-Lebern  
 
M = Marker 
1 = Leber der Ratte 1c  5 = Leber der Ratte 7c 
2 = Niere der Ratte 1c  6 = Niere der Ratte 7c 
3 = Leber der Ratte 2c  7 = Leber der Ratte 8c 
4 = Niere der Ratte 2c  8 = Niere der Ratte 8c 
9 = pos. Kontrolle: COS-7, transfiziert mit p∆E1-spA1- CMV-GFP
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kinase 
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Abb. 6.3.16.a  Westernblot 
(fehlender) Nachweis der Thymidinkinase in Ratten-Lebern  
 
M = Marker  
1 = Leber der Ratte 3c  5 = Leber der Ratte 9c 
2 = Niere der Ratte 3c  6 = Niere der Ratte 9c  
3 = Leber der Ratte 6c  7 = Leber der Ratte 10c 
4 = Niere der Ratte 6c  8 = Niere der Ratte 10c 
9 = pos. Kontrolle: COS-7, transfiziert mit p∆E1-spA1- HTLV-tk 
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Tiere dieser Gruppe hatten als einzige kein Ad-CMV-GFP gespritzt bekommen. Die Abb. 
6.3.16.b zeigt die Ergebnisse der c-Tiere, stellvertretend für alle untersuchten Tiere (a-, b- und 
c-Tiere). GFP-Signale ließen sich in den Lebern der Gruppen 7c und 8c erahnen (Pfeile). Im 
Vergleich zur Positivkontrolle - einem COS-7 Zelllysat, welches mit p∆E1-sp1A-CMV-GFP-
pA transfiziert worden war - fiel das Signal überaus schwach aus. In den Lebern der Ratte 2c 
fehlte jedes Signal. Längere Auswertungszeiten verbesserten das Ergebnis nicht, auch eine 
Wiederholung der Westernblots führte in keinem der Fälle zu einer Verbesserung. 
Dadurch stellte sich die Frage, aus welchem grund die tk bzw. GFP in den entsprechenden 
Lebern nicht mittels Westernblot nachgewiesen werden konnte. 
 
6.3.17 Überlegungen zur Problematik der tk-Analyse in tierischen Geweben mittels 
Westernblot 
Es waren folgende Möglichkeit als Ursache für das Nichtgelingen des tk-Nachweises 
denkbar: 
a) während der Amplifikation hat eine Mutation einiger oder aller Viren stattgefunden so 
dass die tk / das GFP in der Leber nicht in ausreichender Menge vorliegen konnte 
b) die Aufarbeitung des Gewebes post mortem zum Proteinlysat war fehlerbehaftet 
c) die Lagerung und Weiterverarbeitung der Proteinlysate war suboptimal 
d) der tk-Nachweis in tierischem Gewebe war mit der angewandten Westernblot-
methodik oder aufgrund zu geringer Sensitivität des Antikörpers nicht möglich 
e) andere, komplexe Probleme wie beispielsweise die immunologische Elimination von 
Ad-TIMP-tk oder ähnliches 
Punkt a) konnte unmittelbar überprüft werden: 
 
6.3.18 Überprüfung der Kompetenz der Viren, die im Tier eingesetzt wurden 
Da eine Mutation der Viren im frühen Stadium der Amplifikation ein bekanntes Problem in 
der Virusvermehrung darstellte, wurde ein kleiner Teil der Viren, die über UZ und Adeno-
XTM Virus aufgereinigt worden waren, überprüft, ehe sie den Tieren verabreicht worden 
waren. Hierfür wurden jeweils 2 x 106 Zellen auf 6well Kavitäten mit 107 pfu Ad-TIMP-tk 
bzw. Ad-CMV-GFP infiziert. Hierbei wurden Virenchargen bekannter Potenz (UZ-
Aufreinigung) mit denen, die zusätzlich über Adeno-XTM Virus aufgereinigt worden waren, 
verglichen. Es zeigte sich ein gleich stark ausgeprägter Sterbeprozess im Falle von Ad-TIMP-
tk nach GCV-Applikation sowie eine äquivalente GFP-Expression im Falle von Ad-CMV-
GFP. Damit war nicht nur die Potenz der Viren und das Vorhandensein der richtigen Inserts 
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bewiesen, sondern auch die korrekte Konzentrationseinstellung. Auf Ebene der Virus-
Präparation konnte ein möglicher Fehler demnach ausgeschlossen werden. 
 
Die Analyse der Punkte b) bis e) hätte den Rahmen der vorliegenden Arbeit gesprengt. 
Erkenntnisse darüber müssen Gegenstand kommender Arbeiten bleiben. 
 
6.3.19 Fazit der Tierexperimente 
Hämatologisch und histologisch war im Rahmen der zweiten Staffel der Fibroseprozess durch 
die Gallengangsligatur eindrucksvoll nachweisbar. Einflüsse verschiedener Kombinationen 
der Komponenten des Thymidinkinase-Ganciclovir-Systems bzw. des Kontrollvirus waren 
nicht zu beobachten. Da die Westernblotanalysen zu einem Ergebnis geführt haben, das 
Interpretationsspielraum lässt, konnte keine konkrete Aussage zum Thymidinkinase-
Ganciclovir-System unter Fibrosebedingungen gemacht werden. Die Verbesserung des 
Nachweisverfahren von Virus in Gewebe sowie die Beobachtungen der tatsächlichen 
Auswirkungen des Systems müssen, ggf. unter einem abgeänderten Therapieschema (z.B. 
Erhöhung der Virendosis), Gegenstand weiterführender Studien bleiben. 
Nichtsdestotrotz wurde das eigentliche Ziel, die Erarbeitung von Grundlagen, erreicht. Die 
während und nach den Tierversuchen gewonnene Erkenntnisse bilden ein solides Fundament 
für kommende Arbeiten.  
 
 
 
 
 
_________________________________________________________   ZUSAMMENFASSUNG 
111 
 
 
7 Zusammenfassung 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde die Thymidinkinase des Herpes Simplex Virus 1 innerhalb 
eines Shuttleplasmids unter die Kontrolle des transdifferenzierungsabhängigen Promotors     
h-TIMP-1 gestellt. Mittels homologer Rekombination wurden Adenoviren erzeugt, die in der 
Lage waren, das Transgen über Infektion in Zellen und Gewebe einzuschleusen. Es konnte in 
vitro gezeigt werden, dass Zellen nach Transfektion mit dem Shuttleplasmid bzw. nach 
Infektion mit dem Virus in der Lage waren, mRNA für die Thymidinkinase-Biosynthese zu 
bilden. Nachgewiesen wurde im Folgenden auch die Synthese der Thymidinkinase als Protein 
und ihre enzymatische Aktivität im Rahmen der Phosphorylierung von Aciclovir (ACV) 
analog zur Phosphorylierung von Ganciclovir (GCV). Über ein Titrationsschema konnte die 
therapeutische Breite von Ganciclovir in der Zellkultur ermittelt werden. Der eindeutige 
Erfolg der Behandlung der Zellen mit der Kombination Thymidinkinase / GCV ließ sich sehr 
gut zeigen und reproduzieren. Das System führte zum Tod der Zellen, wobei eine zeitliche 
Kinetik des Sterbevorganges in Abhängigkeit von Viren- und Ganciclovirdosis nachgewiesen 
werden konnte. Es konnte gezeigt werden, dass die Einzelkomponenten den Zellen nicht 
schadeten. Ein „Bystander Effect“ wurde beobachtet. Es wurde deutlich, dass der TIMP-1-
Promotor unterschiedliche Aktivität in Abhängigkeit des Zelltyps aufwies. So wurde die 
Thymidinkinase unter der Kontrolle von TIMP-1 in HEK-Zellen nicht, in CFSC kaum, in 
COS-7 und MFB mäßig und in aktivierten HSC stark exprimiert. Für den Nachweis der 
Expressionsstärke in ruhenden HSC wurden in Annäherung an diesen Zustand Experimente 
auf Teflon durchgeführt, die in die Richtung wiesen, dass TIMP-1 in nicht aktiven HSC nicht 
exprimiert wurde. Der Sterbevorgang, der durch die Behandlung ausgelöst wurde, konnte als 
Apoptose identifiziert werden, ein Zellsterben durch Nekrose konnte ausgeschlossen werden. 
Für die Durchführung der Tierversuche wurde eine detaillierte Versuchsplanung angestrebt. 
Die Auswirkungen der Leberfibrose in Folge der Gallengangsligatur konnten über 
Beobachtung der Tiere, labormedizinische Untersuchungen und Gewebeschnitte qualifiziert 
und quantifiziert werden. Eine konkrete Aussage zum Therapieerfolg in vivo konnte nicht 
gemacht werden, jedoch lieferten die Experimente wertvolle Hinweise auf kommende 
Untersuchungen. Aussagen über den „Bystander Effect“ konnten in vivo nicht gemacht 
werden. 
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8 Diskussion 
 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde das etablierte Modell der suizidalen Gentherapie mittels 
Herpes-Simplex Thymidinkinase und Ganciclovir erstmalig auf den Bereich der 
Leberfibroseprophylaxe angewendet. Dies stellte ein Novum dar, da bisher dieses System 
hauptsächlich Anwendung in der Karzinomtherapie fand, vereinzelt auch in anderen 
Bereichen (vgl. Literatur (9) bis (26)). Das Thymidinkinase-Ganciclovir-System sieht vor, das 
Enzym Thymidinkinase (tk) in definierte Zellen einzuschleusen – im vorliegenden Fall in 
Form einer Gensequenz mittels eines viralen Shuttels – und dort über eine toxische 
Wechselwirkung mit dem Antimetaboliten Ganciclovir (GCV) die entsprechenden Zellen zu 
zerstören. Die Zellen sterben durch die Produkte der enzymatischen Phosphorylierung des 
Ganciclovirs zu Mono- Di- und Triphosphate, wobei der erste dieser Umwandlungsschritte 
allein durch die Thymidinkinase, nicht aber durch zelleigene Enzyme bewerkstelligt werden 
kann. Die Akkumulation des Antimetaboliten GCV-Triphosphat führt zum Tod der Zelle.  
Grundlage für die Übertragung des Thymidinkinase-Ganciclovir-System auf die Anwendung 
bei der Leberfibrose ist die Überlegung, dass ein selektives knock-out hepatischer 
Sternzellen (HSC) einer Fibrose entgegenwirken könnte. Mit Hilfe einer Promotorspezifität 
ließe sich das Thymidinkinase-Ganciclovir-System gezielt nur auf solche HSC anwenden, die 
sich in der Transdifferenzierungsphase befinden, in diesem Stadium bezeichnet als 
Myofibroblasten (MFB). Diese Zellen nehmen nämlich als Produzenten extrazellulärer 
Matrixkomponenten und Erhöhung des intrahepatischen Gefäßwiderstandes einen 
entscheidenden Einfluss auf die Entstehung und Folgen einer Leberfibrose bzw. Leberzirrhose 
(Eingehend finden sich die Hintergründe in den Abschnitten „Einleitung 1.3“ und 
„Arbeitshypothesen 2.1 bis 2.3“ dargestellt.)   
 
Im ersten Teil dieser Arbeit wurden auf molekularbiologischer Ebene genetische 
Konstrukte geschaffen, welche die Ausgangsbasis für die Arbeit mit dem Thymidinkinase-
Ganciclovir-System darstellten.  
Zunächst konnte das Plasmid p∆E1-sp1A-TIMP-tk kloniert werden (Ergebnisse 6.1). In 
diesem fand sich die genetische Sequenz nicht nur für die Thymidinkinase (tk), sondern 
auch für den transdifferenzierungsabhängigen Promotor TIMP (TIMP = tissue inhibitor of 
metalloproteinases). Er sollte dafür sorgen, dass die Proteinbiosynthese der tk nur in solchen 
Zellen stattfand, die sich im Transdifferenzierungsprozess befanden (vgl. Herrmann et al., (4), 
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Arias-Kuhn et al., (36)). Experimentell zeigten sich kultivierte HSC in eben diesem Prozess, 
da sie durch die Adhärenz an der Kulturplatte, möglicherweise auch schon durch die Isolation 
aus der Rattenleber, zur Transdifferenzierung angeregt wurden (Vorarbeiten 3.2). Mit dem 
Abschluss der Transdifferenzierung - ihrer Umwandlung in MFB - sank die Aktivität von 
TIMP wieder deutlich ab (Vorarbeiten 3.2). Definitionsgemäß waren also HSC unter in vitro-
Bedingungen aktiviert und befanden sich im Transdifferenzierungsprozess (TIMP-Aktivität 
hoch), bei MFB hingegen war dieser Prozess abgeschlossen, sie waren vollendet 
transdifferenziert (TIMP-Aktivität niedrig). In vivo, d.h. in der gesunden (Ratten-)Leber 
waren HSC ruhend bzw. nicht aktiv (keine TIMP-Aktivität).  
Unter einem dauerhaft, d.h. konstitutiv aktiven Promoter stand die tk im Falle des 
Ausgangsvektors pORF-HSV-tk (Firma Tebu, Frankfurt a.M) sowie des klonierten 
Vektors p∆E1-sp1A-HTLV-tk (Ergebnisse 6.1.4). In einigen der folgenden Experimente 
wurden sie als Kontrollvektoren eingesetzt. 
 
Mit dem Vektor p∆E1-sp1A-TIMP-tk als Grundlage konnten im zweiten Teil dieser Arbeit 
zahlreiche Experimente in der Zellkultur durchgeführt werden. Zunächst wurde mittels 
Northern Blot nachgewiesen, dass nach Transfektion die Gensequenz der tk prinzipiell 
gelesen und in mRNA umgesetzt werden konnte (Ergebnisse 6.2.1). Damit war eine korrekte 
Transkription belegt. Dass derart „geprüfte“ Plasmid p∆E1-sp1A-TIMP-tk sollte nun in die 
DNA-Sequenz eines Adenovirus integriert werden, um über ein effizienteres und auch in vivo 
einsetzbares System zur Einschleusung in die Zielzelle zu verfügen (vgl. Prinzip von 
Adenoviren als Shuttlevektoren, Arbeitshypothese, 4.2). Ein in der AG Weiskirchen 
etabliertes Protokoll (Arbeitsmethoden 5.2.8 bis 5.2.11) ermöglichte die Erzeugung des 
Adenovirus Ad-TIMP-tk (Ergebnisse 6.2.2), welches sowohl in der Zellkultur, als auch im 
Tierversuch das Konstrukt der tk in die Zellen einbringen konnte, ohne das System 
nennenswert anderweitig zu beeinflussen (vgl. Arbeitshypothese 4.2).  
Als Kontrollvirus wurde Ad-CMV-GFP rekombiniert (Ergebnisse 6.2.2), ein Virus, welches 
statt TIMP-tk die Sequenz des green flourescent protein (GFP) beinhaltete.  
Es wurde angestrebt, die erzeugten Viren bzw. ihre Genprodukte umfassend auf Erfolg und 
Verhalten zu untersuchen.  
 
Zunächst wurde die Infektiösität und Wirksamkeit der Viren in COS-7 Zellen, HSC und 
MFB im Northernblot durch die Bildung von tk-mRNA nachgewiesen (Ergebnisse 6.2.3, 
6.2.4). Mit Hilfe von Westernblots (Ergebnisse 6.2.14), welche „stellvertretend“ in COS-7-
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Zellen und CFSC-2G durchgeführt wurden, konnte klar die erfolgreiche Proteinbiosynthese 
des Enzyms Thymidinkinase nachgewiesen werden. „Stellvertretend“ deshalb, weil dieser 
Versuch (ebenso wie der Nachweis der metabolischen Aktivität der tk, Abschnitt 6.2.15) nicht 
in HSC gemacht wurde. Da HSC stets aus Ratten gewonnen wurden, und diese dafür getötet 
werden mussten, wurde angestrebt, in experimentell vertretbaren Fällen auf etablierte 
Zelllinien zurückzugreifen. Da dem Erfolg der beiden genannten Experimente biochemische 
Prinzipien zugrunde lagen, ließen sich deren Ergebnisse analog auf HSC bzw. MFB 
übertragen. 
Experimentell aufwendig, aber biochemisch hoch interessant war der Nachweis der 
Metabolite, die durch die Verstoffwechselung von Aciclovir (ACV) in tk-beherbergenden 
Zellen entstanden (Ergebnisse 6.2.15). Auf ACV wurde deswegen zurückgegriffen, weil es in 
radioaktiver Form wesentlich leichter verfügbar und vom Prinzip der Phosphorylierung dem 
Ganciclovir (GCV) gleichwertig war (vgl. auch Arbeitshypothese 2.3). Mittels thin layer 
chromatography wurde die Phosphorylierung von ACV in ACV-Monophosphat detektiert 
sowie die weitere Metabolisierung durch zelleigene Enzyme. Es zeigte sich überdies, dass 
metabolisiertes ACV in den Zielzellen kumulierte (vgl. Arbeitshypothesen, 2.2).  
 
Ehe die interessanteste Frage – nämlich die Reaktion auf die intrazelluläre Begegnung von 
Thymidinkinase und Ganciclovir in HSC und MFB - geklärt werden konnte, waren eine Reihe 
von Voruntersuchungen nötig, um spätere Effekte exakt einer Ursache zuordnen zu können. 
Hierfür wurde zunächst orientierend mit CFSC-2G gearbeitet, die zentralen Untersuchungen 
wurden schließlich in HSC und MFB wiederholt.  
Zunächst mussten jene GCV-Dosen ermittelt werden, unter welchen die Zellen auch ohne 
Anwesenheit der tk zu Grunde gingen (letale Dosis), und unter welcher sie ihre Integrität 
bewahrten. Das war nötig, um ein Zellsterben später korrekt zu interpretieren. Es zeigte sich, 
dass eine Dosis von 100µmol GCV / l Zellmedium den Zellen auch nach langer Exposition 
nicht schadete (Ergebnisse 6.2.5.1 und 6.2.16), die zehnfache Dosis hingegen schon nach 
kurzer Beobachtungsdauer toxische Effekte bewirkte (Ergebnisse 6.2.5.1). Danach stellte sich 
dieselbe Frage bezüglich der verträglichen Virenkonzentration. Hier ergaben die 
Untersuchungen, dass bis zu einer Konzentration von 5x107 pfu (plaque forming units) Ad-
TIMP-tk bzw. 100µl Virusträgermedium der Einsatz von Viren die Zellen – CFSC-2G, HSC 
und MFB - nicht schädigte (Ergebnisse 6.2.5.2 a bis c). Wichtig hierbei war, dass nicht die 
Vieren selbst, sondern das cäsiumchloridhaltige Trägermedium die Ursache für die Toxizität 
im höheren Dosisbereich waren. Darum wurde später im Tierversuch eine Virenlösung 
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verwendet, die durch spezielle, in der AG Weiskirchen aufwendig entwickelte Aufreinigungs-
methoden weitgehend von CsCl-Spuren befreit worden war (Arbeitsmethoden 5.2.11). Im 
Unterschied zu Ad-TIMP-tk verhielt sich das Kontrollvirus Ad-CMV-GFP schädlicher für 
die Zellen, und zwar indirekt durch die Kumulation des Markerproteins green flourescent 
protein (GFP). Dieses besaß eine eigene Toxizität, die v.a. in HSC deutlich ausgeprägt war 
(vgl. G Endemann et al., 2003, (45) und Ergebnisse 6.2.5.2.b). Sie setzte bereits bei einer 
Konzentration von 5x107 pfu / ml in HSC ein. Eine Konzentration von 107 pfu / ml schadete 
den HSC hingegen nicht. Im Unterschied dazu verhielten sich MFB widerstandfähiger 
gegenüber GFP, was zum einen durch eine geringere Infektionseffizienz dieses Zelltyps durch 
die Adenoviren bedingt war (vgl. Ergebnisse 6.2.9), andererseits möglicherweise auf eine 
fibrotisch bedingte erhöhte Widerstandsfähigkeit der Zellen zurückzuführen wäre (Ergebnisse 
6.2.5.c). 
 
Mit diesen Erkenntnissen konnten endlich die ersten Analysen der toxischen Potenz des 
Thymidininase-Ganciclovir-Systems überprüft werden, zunächst in CFSC-2G. In 
verschiedenen Konzentrationen wurden die Komponenten Ad-TIMP-tk und GCV miteinander 
kombiniert. Das günstigste Verhältnis ergab sich bei einer Virenkonzentration von 107 pfu / 
ml und einer GCV-Konzentration von 100µmol / l Zellmedium (Ergebnisse 6.2.6). In diesem 
Dosisbereich konnte eine Eigentoxizität der Komponenten ausgeschlossen werden, und der 
Sterbevorgang schritt dennoch rasch genug voran.  
Der Sterbeprozess zeigte sich lichtmikroskopisch eindrucksvoll: die Zellen rundeten sich ab, 
verloren den Kontakt zueinander und lösten sich innerhalb weniger Tage von der Platte 
(Ergebnisse, Abb. 2.2.6). Diese Ergebnisse konnten in HSC und MFB erfolgreich 
reproduziert werden (Ergebnisse 6.2.7, 6.2.8 und 6.2.17.b). In MFB erwies sich eine höhere 
Viruskonzentration (108 pfu/ml) Ad-TIMP-tk als nötig und möglich. Zum einen aufgrund der 
schlechteren Infizierbarkeit von MFB (vgl. Ergebnisse 6.2.9), zum anderen wegen der 
geringeren Aktivität von TIMP in MFB im Vergleich zu HSC. In dem Falle, dass die MFB 
bereits als HSC infiziert, aber erst nach ihrer abgeschlossenen Transdifferenzierung zu MFB 
mit Ganciclovir versetzt wurden, verlief der Sterbeprozess in MFB trotz der geringen 
Virendosis von 107 pfu / l gleich schnell wie in HSC (Ergebnisse 6.2.10). Das lag daran, dass 
in den Zellen die Biosynthese der tk etwa eine Woche vor erstmaliger GCV-Gabe einsetzte, 
sodass das Substrat nach Applikation rasch von großen Mengen Enzym umgesetzt werden 
konnte. Mit dieser experimentellen Anordnung ließ sich die Promotorspezifität von TIMP 
umgehen, und es zeichnete sich ab, dass MFB ebenso vulnerabel auf GCV-Triphosphat 
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reagierten wie HSC. Eine wie gegenüber GFP zu beobachtende erhöhte Widerstandfähigkeit 
ließ sich somit nicht nachweisen. Im Falle des Ganciclovir-Thymidinkinasesystems in MFB 
war lediglich entscheidend, dass, und in welcher Menge toxische Metabolite entstanden.  
Die Effizienz und gezielte Anwendbarkeit des Thymdinkinase-Ganciclovir-Systems in 
vitro war somit erstmalig an gesunden, nicht maligne entarteten Leberzellen - 
Hepatischen Sternzellen und Myofibroblasten - nachgewiesen. 
 
Der im Ergebnisteil 6.2.11 ausführlich diskutierte und von Freeman et al. 1993 (27) gründlich 
analysierte sog. „Bystander Effect“ konnte in vitro deutlich beobachtet werden: Zellen, die 
nicht mit Ad-TIMP-tk infiziert waren, starben parallel in dem Maße, wie in ihren tk-tragenden 
Nachbarzellen der Sterbevorgang voranschritt. Als Gründe hierfür wurde das Eindringen von 
toxischen Zellprodukten bzw. von Thymidinkinase selbst in nicht infizierte Zellen diskutiert. 
Dieser, in der Tumortherapie begrüßte Effekt, würde sich in der Prophylaxe der Leberfibrose 
eindeutig als ungünstig erweisen, wäre doch ein ungeordnetes Zellsterben in der Umgebung 
der aktivierten HSC die Folge. Allerdings wäre es denkbar, dass sich dieser Effekt in vivo 
nicht einstellte, da intaktes, nicht maligne entartetes umgebendes Lebergewebe 
gegebenenfalls Möglichkeiten der Protektion gegenüber dem Bystander Effect aufwiese. 
Erkenntnisse darüber konnten jedoch auf Zellkulturebene prinzipiell nicht gewonnen werden.  
 
Ein wichtiger Aspekt im Rahmen dieser Arbeit war die Spezifität des TIMP-Promotors. 
Schließlich hing von seiner Regulation ab, ob das System übertragen auf in vivo-Verhältnisse 
eine generalisierte Leber- bzw. Organschädigung hervorrufen würde oder selektiv die 
Zerstörung der transdifferenzierten HSC (MFB) bedingen würde (keinen bzw. einen 
geringen Bystander Effect vorrausgesetzt). Nur Letzteres konnte gewünscht sein.  
Einige Experimente dieser Arbeit veranschaulichten, dass die Expression der Thymidinkinase 
unter der Kontrolle des TIMP-Promotors vom Zelltyp abhing. So zeigte sich in den 
Northernblots der Ergebnisabschnitte 6.2.3 und 6.2.4, dass tk-mRNA in aktivierten HSC sehr 
stark exprimiert wurde, in MFB jedoch schon deutlich weniger, in COS-7 gering. Der 
Westernblot in Abschnitt 6.2.14 und die thin layer chromatography des Abschnittes 6.2.15 
belegten unterschiedliche TIMP-Aktivität für COS-7 und CFSC-2G auf Protein- und 
Metabolitenebene. Schon in den Vorarbeiten (vgl. 3.2) wurde zweifelsfrei deutlich, dass die 
Aktivität von TIMP in HSC im Verlauf der Transdifferenzierung außerordentlich zunahm, in 
MFB jedoch wieder stark abfiel.  
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Die Untersuchung in ruhenden HSC hingegen gestaltete sich schwierig, und zwar aufgrund 
der Tatsache, dass es nicht-aktivierte HSC in vitro praktisch nicht gab. Der bloße Kontakt mit 
der Zellkulturplatte allein reichte aus, den Transdifferenzierungsprozess anzustoßen. Eine 
über mehrere Tage andauernde Untersuchung von ruhenden HSC in Kultur war somit kaum 
möglich. Der einzig hoffnungstragende Ansatz bestand in einer Kultivierung der HSC auf 
Teflon, also in Form einer nicht auf dem Untergrund haftenden Kultur. Solche, mit Ad-TIMP-
tk infizierten, schwimmenden HSC wurden am 4. Tag post infectionem geerntet und im 
Northern-Blot herkömmlich infizierten HSC gegenübergestellt (Ergebnisse 6.2.12). Es deutete 
sich an, dass nicht bzw. gering aktivierte HSC (Teflon) tatsächlich eine geringere 
Transkription von tk-mRNA aufwiesen als aktivierte HSC. Leider konnte daraus nicht 
eindeutig auf eine fehlende TIMP-Aktivität geschlossen werden, da es einige durch den 
Versuchsaufbau bedingte technische Schwierigkeiten gab, z. B. war es methodisch schwer, 
die Infektionseffizienz schwimmender HSC zu quantifizieren (vgl. Ergebnisse, Abb. 6.2.13). 
Denn es war unklar, ob die Viren schwimmende HSC, die sich im Medium aggregat-artig 
zusammenlagerten, ebenso gut infizieren konnten wie einen Zellrasen in herkömmlicher 
Kultur (vgl. Arbeitsmethoden, Zellbilder 5.2.3.b).  
 
Eine weitere, prinzipiell wichtige Frage war die nach der Form des Sterbens. In der Literatur 
fanden sich Differenzen, ob es sich um Apoptose (u.a. Shaw et al., 2001 (18)) oder Nekrose 
(Melcher et al., 1999(48)) handelte. In der vorliegenden Arbeit wurde der Sterbevorgang mit 
verschiedenen Methoden analysiert und erwies sich eindeutig als Apoptose. Dies zeigte sich 
zum einen anhand von Färbungen mit Diacethylfloureszein (DAF), Annexin und 
Propidiumjodid (PJ): PJ drang nur in nekrotische Zellen ein und ließ diese rot leuchten, 
vitale Zellen konnten DAF spalten und floureszeierten dadurch grün, und apoptotische Zellen 
ließen sich durch Annexin grün färben (Ergebnisse 6.2.17a, und c). Zum anderen ließ sich die 
Apoptose durch den Nachweis von Caspase 3 belegen, einem im Rahmen des 
programmierten Zelltodes gebildeten Enzym. Caspase 3 wurde während des Sterbevorganges 
der HSC in einer zeitlichen Kinetik deutlich sichtbar hochreguliert (Ergebnisse 6.2.17b). 
Nekrose als Sterbemechanismus konnte ausgeschlossen werden (Ergebnisse 6.2.17a und c). 
In Bezug auf die Anwendung in der Leber ist die Apoptose eine unabdingbare 
Vorraussetzung, würde doch durch einen multipel punktuell auftretenden nekrotischen 
Sterbeprozess eine floride Entzündung des Lebergewebes hervorgerufen werden. 
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Zusammenfassend ist zu sagen, dass von der Konstruktion des Gens bis hin zum 
Untergang der Zellen alle Zwischenschritte dezidiert beleuchtet wurden: Es wurde die 
korrekte Struktur der Thymidinkinase auf mRNA- wie auf Proteinebene nachgewiesen, die 
metabolische Potenz des Enzyms durch den Nachweis der Ganciclovirmetaboliten aufgezeigt 
und der Sterbevorgang der Zellen eindeutig als Apoptose identifiziert. Es wurde sichergestellt, 
dass die Einzelkomponenten des Systems keine Eigentoxizität besaßen. Ein Bystander Effect 
auf zellulärer Ebene war nicht zu verkennen, seine Bedeutung für das lebende Organsystem 
Leber blieb jedoch noch offen. Vielversprechend, aber letztlich nicht exakt nachweisbar 
zeigte sich die Promotorpezifität von TIMP für aktivierte HSC. 
 
Die Klärung der letzten beiden Aspekte – Bystander Effect und Promotorspezifität – konnte 
nur im Tierexperiment erfolgen. Um den Weg für diese Arbeiten im Tier zu ebnen, 
schlossen sich in der vorliegenden Arbeit an die Untersuchungen in der Zellkultur 
Experimente mit Ratten an. Ziel war hierbei die Erarbeitung von Grundlagen. So sollte 
einerseits die Frage nach einer grundsätzlichen Verträglichkeit der Einzelkomponenten der 
Gentherapie im Tier geklärt, anderseits erste Beobachtungen der apoptotischen Potenz des 
Systems gemacht werden. Vor allem aber dienten die Experimente dazu, die Basis zu schaffen 
für spätere Untersuchungen, indem der optimale Umgang mit den Tieren, dem Wirkstoff 
Ganciclovir, den Viren und den experimentellen Analysen wie Blutentnahme und 
Gewebeaufbereitung erarbeitet wurde. Denn da die Anwendung des Ganciclovir-
Thymidinkinase-Systems zur Prophylaxe der Leberfibrose in der derzeitigen Forschung ein 
Novum darstellte, konnte nicht auf adäquate Daten aus der Literatur zurückgegriffen werden. 
 
Als mögliche Nebenwirkungen der Einzelkomponenten wurden verschiedene Effekte 
diskutiert: generelle Toxizität (durch Viren, tk, GCV), Unterdrückung der Granulopoese 
(durch GCV), Leberschädigung (durch Viren, tk, GCV), Unverträglichkeitsreaktionen (durch 
GCV), immunologische Neutralisierungsmechanismen (gegenüber den Viren), Entzündungen 
(durch Viren, Applikationsmethoden), Induktion einer Anämie (durch die Blutabnahmen) 
oder Abmagerung der Tiere (durch die jeweiligen Einzelkomponenten oder das Experiment 
prinzipiell) (Ergebnisse 6.3.2).  
Die Detektion der Nebenwirkungen erfolgte auf mehreren Ebenen:  
1. Die Beobachtung und Protokollierung des Allgemeinzustandes der Tiere während des 
Experiments und die Erfassung von Auffälligkeiten. Hierzu zählte auch die regelmäßige 
Gewichtskontrolle. 
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2. Die Analyse von Blutparametern und Blutausstrichen.  
3. Die histologische Aufarbeitung der Organe Leber und Niere in HE- und Sirius Red-
gefärbten Schnitten. 
Als Blutparameter wurden die gängigen Leberenzyme (AST, ALT, γGT und AP), Bilirubin 
sowie das großes Blutbild bestimmt (vgl. Ergebnisse Tab. 6.3.3). Zur Verlaufsbeobachtung 
eines etwaigen Entzündungsgeschehens wurde die Leukozytenentwicklung aufmerksam 
beobachtet. Die Bestimmung anderer, sensitiverer Entzündungsparameter wie z.B.                
C-reaktives Protein (CRP) war nicht möglich, da mit den im Zentrallabor der 
Universitätsklinik zur Verfügung stehenden Geräten und Methoden nicht-humanes CRP nicht 
bestimmt werden konnte.  
Als Ergänzung zur klassischen Hämalaun-Eosin-Färbung (HE) bot sich für das Lebergewebe 
die Sirius Red-Färbung an. Sirius Red stellte kollagene Fasern, d. h. die Fibrosierung von 
Gewebe, besonders gut dar. Gewebeartefakte in einigen Schnitten zeigten auf, dass eine 
direkte Konservierung der Organe in Formalin ohne dazwischenliegenden Waschschritt die 
Methode der Wahl gewesen wäre (vgl. Arbeitsmethoden 5.3.7). Dies stellte jedoch nach 
Aufklärung der Artefaktursache keine Schwierigkeit für die Interpretation des Bildes dar. In 
kommenden Versuchen sollte das Protokoll der Gewebekonservierung entsprechend 
modifiziert werden. 
 
Aufgrund der gewählten Fragestellung für die Tierversuche und vor allem aus ethischen 
Gründen wurde in dieser Arbeit auf eine Positivkontrolle verzichtet. Für weitere Analysen 
wäre als Positivkontrolle Ad-HTLV-tk denkbar, ein Virus, dessen Insert-DNA in Form des in 
Abschnitt 6.1.4 klonierten Shuttlevektors p∆E1-HTLV-tk bereits vorliegt. In dem Virus Ad-
HTLV-tk stünde die Thymidinkinase unter der Kontrolle des konstitutiv aktiven Promotors 
HTLV, was nach Infektion und Ganciclovirapplikation eine fibrose-unabhängige Zerstörung 
der HSC und anderer Leberzellen (oder ggf. Zellen anderer Organe) zur Folge hätte. Die 
Notwendigkeit einer derartigen Positivkontrolle im Tierversuch sollte also in Frage gestellt 
und hinreichend diskutiert werden. 
 
Der Versuchsaufbau war zweigestaffelt und sah vor, im Ganzen zehn verschiedene 
Konstellationen zu arrangieren. Jeder Gruppe waren drei Tiere zugeteilt, 30 Tiere waren 
insgesamt in die Versuche involviert. Zur Fibroseinduktion wurde das Modell der 
Gallengangsligatur gewählt, da dieses durch einen fulminanten Gallenrückstau rasch zu 
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einer Fibrose führte und dennoch mit keiner allzu großen Belastung für das einzelne Tier 
verbunden war. Folgende Anordnung wurde aufgestellt: 
1. Kontrolltier (i.v.-NaCl-Applikation) 
2. i.v.-Applikation von Ad-CMV-GFP 
3. i.v.-Applikation von Ad-TIMP-tk 
4. i.p.-Applikation von Ganciclovir 
5. i.p.-Applikation von Ganciclovir in zehnfacher Dosis 
6. i.p.-Applikation von Ganciclovir bei Gallengangsligatur  
7. i.v.-Applikation von Ad-CMV-GFP und i.p.-Applikation von Ganciclovir  
8. i.v.-Applikation von Ad-CMV-GFP bei Gallengangsligatur  
9. i.v.-Applikation von Ad-TIMP-tk und i.p.-Applikation von Ganciclovir  
10. i.v.-Applikation von Ad-TIMP-tk und i.p.-Applikation von Ganciclovir bei 
Gallengangsligatur  
Die genaue Versuchanordnung ergibt sich aus den Tabellen 6.3.5 und 6.3.11 im Ergebnisteil. 
Die erste Staffel (Anordnung 1 bis 5) bot keine signifikanten Veränderungen der 
Blutparameter, der Blutausstriche oder Gewebeanalysen (6.3.6, 6.3.8 und 6.3.9). Eine Anämie 
wurde durch die Blutentnahmen nicht induziert. Diskrete Leukozytenveränderungen um den 
Zeitpunkt der i.v.-Applikation ließen auf eine leichte unspezifische Entzündungsreaktion des 
Rattenorganismus auf die Injektion von Virus / NaCl / GCV schließen (6.3.6.). Die 
Gewichtsentwicklung der Gruppe 5 (zehnfache GCV-Dosis) stagnierte jedoch, ebenso kam es 
zu Verhaltensauffälligkeiten aller drei Tiere (6.3.7). Somit schied diese Anordnung aufgrund 
der klinisch fassbaren Nebenwirkungen für weitere Experimente aus.  
 
In der zweiten Staffel (Anordnung 6 bis 10) stachen die gallengangsligierten Tiere durch ihre 
Fibroseentwicklung deutlich hervor. Die Leberparameter (Ergebnisse 6.3.12.a), die 
Leukozyten (6.3.12.b), das Gewicht und der Allgemeinzustand (6.3.13) spiegelten die Fibrose 
deutlich wieder. Die Erythrozyten wurden nicht beeinflusst (6.3.12.c). Die Blutausstriche 
zeigten keine zellmorphologischen Veränderungen (6.3.15). Die Gewebeanalyse der 
gallengangsligierten Tiere zeigte alle Anzeichen des fibrotischen Umbaus (Ergebnisse 
6.3.14.a und b). Darüber hinaus war jedoch kein Unterschied zwischen der Fibrose-
Kontrollgruppe und jener Gruppe zu erkennen, die mit dem Thymidinkinase-Ganciclovir-
System unter Fibrosebedingungen behandelt worden war. Auch die Laborparameter, das 
Gewicht und der Allgemeinzustand veränderten sich gleichgerichtet. Die Nierenhistologie 
wies bei keinem der Tiere pathologische Veränderungen auf (Ergebnisse 6.3.14.c).  
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Nach Abschluss beider Tierstaffeln erfolgten Westernblot-Analysen zur Detektion des 
Proteins Thymidinkinase bzw. green flourescent protein in Leber- und Nierengewebe. 
Die tk konnte im fibrotischen Leber-Gewebe nicht nachgewiesen werden (Ergebnisse 6.3.16). 
Dieser Umstand war zunächst nicht verwunderlich, da nach der Theorie die tk unter der 
Kontrolle von TIMP nur in aktivierten HSC gebildet werden konnte. Da HSC im Verhältnis 
zur Gesamtzellzahl der Leber nur eine kleine Fraktion darstellten, war nur von einer 
marginalen tk-Menge im Lebergewebe insgesamt auszugehen. Es war nicht unwahrscheinlich, 
dass diese geringen Mengen an tk im Westernblot unterhalb der Nachweisgrenze lagen. 
Allerdings war diese Überlegung lediglich eine plausible Hypothese, kein Beweis. Da die 
tatsächliche tk-Konzentration im Lebergewebe unbekannt war, konnte nur vermutet werden, 
dass die Sensitivität des Westernblots bzw. des Antikörpers zu gering war. Ein anderer Grund, 
z.B. dass die tk in den HSC der fibrotischen Lebern gar nicht exprimiert wurde bzw. dass das 
Adenovirus Ad-TIMP-tk überhaupt nicht in den HSC angekommen war, konnte dadurch 
nicht ausgeschlossen werden. Aus diesem Umstand ergab sich, dass umgekehrt bei Ad-
TIMP-tk infizierten Tieren die Abwesenheit der tk im Nieren- und Lebergewebe (sofern in 
letzterem keine Fibrose induziert worden war) nicht bewiesen war.  
Erschwerend kam hinzu, dass auch der Nachweis von GFP, welches unter der Kontrolle des 
CMV-Promotors in größeren Mengen hätte gebildet werden sollen, nur fraglich gelang (Abb. 
6.3.16.b). Dies warf die Frage auf, ob nicht ein methodischer Fehler der fehlenden 
Nachweisbarkeit von tk und GFP zugrunde lag.  
Zunächst wurde darum die Kompetenz der im Tierversuch eingesetzten Viren überprüft. 
Diese bewiesen jedoch einwandfreie Infektiösität. Auch die Einstellung der 
Virenkonzentration (pfu / ml) war tadellos (6.3.17). Da im Westernblot in der Positiv-
Kontrolle (tk-positive Zelllysate) die tk-Bande deutlich dargestellt werden konnte, schied 
zudem ein systematischer Fehler in der Blotanfertigung sowie eine Insuffizienz des 
verwendeten Antikörpers gegen Thymidinkinase aus (Abb. 6.3.16.a).  
Es waren noch andere Möglichkeit als Ursache für das Nichtgelingen des tk-Nachweises 
denkbar: Eine fehlerbehaftete Aufarbeitung des Gewebes zum Proteinlysat  post mortem oder 
eine suboptimale Lagerung und Weiterverarbeitung der Proteinlysate. Zudem könnten 
komplexe Probleme wie beispielsweise die immunologische Elimination von Ad-TIMP-tk  
eine Rolle spielen (6.3.18).  
Da ohne weiterführende Experimente den Ursachen nicht nachgegangen werden konnte, 
waren die Westernblot-Ergebnisse wie folgt zu interpretieren: Wahrscheinlich lag die tk im 
fibrotischen Lebergewebe, respektive in den HSC, unterhalb der Nachweisgrenze des 
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eingesetzten Antikörpers. Es konnten keine quantitativen Angaben über die Verteilung der tk 
in fibrotischen versus nicht-fibrotischen Lebern bzw. Abwesenheit im Nierengewebe gemacht 
werden. Letztlich war jedoch nicht bewiesen, dass die tk tatsächlich im Gewebe vorlag, zumal 
histologisch kein Hinweis auf eine Reaktion der Leber auf den antifibrotischen Effekt des 
Thymidinkinase-Ganciclovir-Systems vorlag.    
Ein weitere Punkt muss in diesem Zusammenhang diskutiert werden: 
Die intraperitoneale Applikation von Ganciclovir bereitete den Tieren Schmerzen. Die 
kritische Betrachtung dieses Umstandes sowie die Analyse der biochemischen und 
pharmakologischen Eigenschaften von GCV führte zu der Überlegung, dass für diese 
besondere Form der Applikation GCV-Konzentration, pH-Wert und osmotischer Druck der 
Lösung suboptimal eingestellt waren. Für kommende Arbeiten wird vorgeschlagen, die 
Konzentration von GCV in der Lösung durch Erhöhung des Applikationsvolumen zu 
verringern sowie eine Trägerflüssigkeit zu verwenden, durch die der pH der GCV-Lösung 
ausgeglichen ist.  
Im Hinblick auf die pharmakologische Wirksamkeit des Ganciclovirs  könnte dies 
möglicherweise bedeuten, dass die Resorption des GCV nicht vollständig war. Eine 
zuverlässige Aussage über GCV-Spiegel im Blut der Ratten konnte somit nicht mit Sicherheit 
gemacht werden.  
Dieser Aspekt in Zusammenhang mit dem histologisch nicht erkennbaren Effekt der 
Thymidinkinase-Ganciclovir-Systems, sowie der Möglichkeit, dass die tk in HSC nicht 
exprimiert worden sein könnte, relativierte das Ergebnis der zweiten Tierstaffel. Es war 
anzunehmen, dass nicht das Scheitern des Thymidinkinase-Ganciclovir-Systems für den 
ausgebliebenen antifibrotichen Effekt verantwortlich war, sondern bestimmte Gesichtspunkte 
in der Versuchsanordnung.    
Von kommenden Arbeiten mit gemäß den Erkenntnissen der vorliegenden Arbeit 
modifiziertem Versuchsaufbau darf demnach sehr wohl ein sichtbarere Effekt der 
Fibroseprophylaxe erwartet werden.  
 
Das für den Abschnitt der Tierexperimente definierte Ziel, Grundlagen zu erarbeiten für 
weitere Analysen in späteren Arbeiten, war gelungen: 
Es wurde eine sinnvolle Versuchsanordnung in allen Einzelheiten und mit allen notwendigen 
methodischen Kenntnissen erarbeitet. Wichtige Erfahrungen wurden gewonnen in der 
Handhabung der Blutentnahmetechnik und der Präanalytik. Es wurden wichtige 
Voraussetzungen für die Ganciclovirapplikation und die Organentnahme erkannt. Es konnte 
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für die Einzelkomponenten des Thymidinkinase-Ganciclovir-Systems ein Dosisbereich 
sondiert werden, in dem es voraussichtlich zu keinen Nebenwirkungen für den Organismus 
der Ratte kommen würde.  
 
Fazit 
 
Das Thymidinkinase-Ganciclovir-System ist ein vielversprechendes Therapieprinzip, dessen 
Erforschung im Bezug auf die Leberfibrose gerade beginnt. Die Experimente in vitro zeigen 
eindrucksvoll die Möglichkeit der (wahrscheinlich) selektiven Apoptoseinduktion. 
Die Tierexperimente haben den Weg geebnet für weitere umfassende Studien. Auf der Basis 
der bisherigen Analysen können noch keine Aussage über die tatsächliche Potenz und die 
Selektivität des Systems sowie den „Bystander Effect“ in vivo gemacht werden, deren 
Ausmaß wesentlich für die Realisierung dieser Therapie ist. Begrüßenswert sind darum 
weitere Untersuchungen, deren Ergebnisse mit Spannung erwartet werden dürfen. 
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